PCT w 

ANTRAG 

Der Unterzeichnete beantragt, daB die vorliegende 
internationale Anmeldung nach dem Vertrag iiberdie 
international^ Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 


Internationales Aktenzeichen 


Internationales Anmeldedatum 


Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 


Patentwesens behandelt wird. 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts (falls gewiinscht) 
(max. 12 Zeichen) « 2767 Wd 


Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 

Spermatogenese-Protein 


Feld Nr. II ANMELDER 


Name und Anschrift: (FamUienname, Vorname; bet juristischen Personen voUstandige amttiche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl and der Name des Staats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wofmsitzes des Anmelders. sofern nachstehend kein 
Slant des Sitzes oder Wofmsitzes angegeben isr.) 

Deutsches Krebsf orschungszentrum 
Stiftung des offentlichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 
69120 Heidelberg 


1 1 Diese Person ist 
*— J gJeichzeitig Ertlnder 

Telefonnr.: 
Telefaxnr.: 
Fernschreibnr.: 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder p- 1 a || e Bestim- r~*H alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 1 | nurdie Vereinigten 1 1 die im Zusatzfetd 
fur folgende Staaten: 1 1 mungsstaaien 1 X 1 der Vereinigcen Siaatcn von Amerika 1 1 Stoaten von Amerika 1 1 angegebenen Staaten 


Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Name und Anschrift: {FamUienname, Vorname: bei juristischen Personen voUstandige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders. sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist J 

SEDLACEK, Zdenek 
Burgstr. 52 
69121 Heidelberg 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| x | Anmelder und Ertlnder 

| 1 nur Ertlnder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt. so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): q z 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): rj£ 


Diese Person ist Anmelder i | a n e Bestim- 1 1 alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 1 1 nurdie Vereinigten I | die im Zusatzfeld 
fur folgende Staaten: 1 1 mungsstaaien 1 1 der Vereinigten Staaten von Amerika 1 X 1 Staaten von Amerika I I angegebenen Staaten 


[( | Weitere Anmelder und/oder (weitere) Ertlnder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 


Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 


Die folgende Person wird hiermit bestellt/ist bestellt worden, urn fiir den (die) Anmelder | 1 A nwa i t 1 1 S eme i nsamer 

vor den zustandigen internationalen Behorden in folgender Eigenschaft zu handeJn ais: IX 1 | | Vertreter 


Name und Anschrift: (FamUienname, Vorname; bei juristischen Personen voUstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Najne des Staats 
anzugeben.) 

Dr. Andrea SchuBler RUBER & SCHfiSlT 

1'^cmunwalte • Patent Attorney! 

2flS?S wSS 3 ? • 81825 MQnchen 

igl 089/42 72 4748 ■ Fax 089/42 72 4749 


Telefonnr.: 
Telefaxnr.: 
Fernschreibnr.: 


1 | Zustellanschrift: Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein AnwaJt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im 
l—l obigen Feld eine spezielle Zustellanschrift angegeben ist. 



FormblattPCT/RO/101 (Blatt l)(Juli 1998; Nachdmck Juli 1999) Siehe Anmerkungen & diesem Antragsformular 



Blatt Nr. 



Fortsetzung von Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Wird keines der folgenden F elder benutzt, so sollte dieses Blatt dent Antrag nicht beigefugt werden. 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname: bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der in diesem Feld in der 

Anrfltrift nnaoaenfirnf Cf/r/rf irf nor Xt/i/it rffft d*f™^r rtnor W//i/inn'/T/»c A ot A n m o\ Ao tt tntorn nnr-nvtonann hoin 

nflSCnfij* ungcgci/citc oiutit in tier omui ucj olives t/utr vr uiiiiiitca ucj nninciucrs, bujciii nuLfisicntfiu Kctn 

Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

POUSTKA, Annemarie 
Werderstr. 36 
60120 Heidelberg 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

|x I Anmelder und Erfinder 

| 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): /\ j 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): D E 


Diese Person ist Anmelder r— 1 alle Bestim- 1 1 alle Bestimmungsstaaien mit Ausnahme | 1 nurdie Vereinigten I 1 die im Zusaufeld 
fiir folgende Staaten: | | rnungsstaaten | I der Vereinigten Staaten von Amerika 1 X 1 Staaten von Amerika | | angegebenen Stauien 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders. sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

1 [ nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt. so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder I | a/le Bestim- ( | alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme ( I nurdie Vereinigten [ | die im Zusatzfeld 
fur folgende Staaten: 1 1 rnungsstaaten 1 1 der Vereinigten Staaten von Amerika 1 1 Staaten von Amerika | | angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname: bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder |— | a n e Bestim- I 1 alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme | I nur die Vereinigten | | die im Zusatzfeld 
fur folgende Staaten: | | rnungsstaaten | | der Vereinigten Staaten von Amerika [ | Staaten von Amerika | | angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders. sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist. ) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
i— J angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder r— i a n e Bestim- 1 1 alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme I ] nur die Vereinigten 1 "] die im Zusatzfeld 
fur folgende Staaten: ( | rnungsstaaten | | der Vereinigten Staaten von Amerika | | Staaten von Amerika | | angegebenen Staaten 


| Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem zusatzlichen Fortsetzungsblatt angegeben. 
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BlattNr. 3. 



Feld Nr. V BESTLMMUNG VON , 



ITEN 



Die folgenden Bestimmungen nach Reset 4.9 Absaiz a wcrden hiermit vorgenommen (bine die entsprechenden Kastchen ankreuzen; wenigstens ein Kastchen 
mufi angekreuzt werden): 

Regionales Patent 

g£ AP ARIPO-Patent: GH Ghana. GM Gambia. KE Kenia t LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan, SZ Swasiland, 
UG Uganda, ZW Simbabwe und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des Harare- Protokolls und des PCT ist 

gj EA Eurasisches Patent: AM Armenien, AZ Aserbaidschan. BY Belarus, KG Kirgisistan, KZ Kasachstan, MD Republik 
Moldau, RU Russische Fbderation, TJ Tadschikistan, TM Turkmenistan und jeder weitere Staat. der Vertragsstaat des 
Eurasischen Patentubereinkommens und des PCT ist 

gj EP Europaisches Patent: AT Osterreicru BE Belgien, CH und LI Schweiz und Liechtenstein. CY Zypern, 
DE Deutschland. DK Danemark. ES Spanien. FI Finnland, FR Frankreich. GB Vereinigtes Konigreich, GR Griecheniand, 
IE Irland. IT Italien, LU Luxemburg. MC Monaco, NL Niederlande. PT Portugal, SE Schweden und jeder weitere Staat. 
der Vertragsstaat des Europaischen"Patentubereinkommens und des PCT ist 

g] OA OAPI-Patent: BF Burkina Faso.BJ Benin, CFZentraiafrikanische Republik, CG Kongo. CI Cote d* Ivoire. CM Kamerun£) t|t/ 
GA Gabun, GN Guinea. ML Mali, MR Mauretanien, NE Niger. SN Senegal. TD Tschad. TG Togo und jeder weitere 
Staat, der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist {Jails erne andere Schutzrechtsan oder ein sonstiges Verfaliren gewiinschi wird, bine 
auf der gepunkieien Linie angeben) 

Nationals Patent {falls erne andere Schutzrechtsan oder ein sonstiges Verfahren gewiinscht wird, bitte auf der gepunkteten Linie angeben): 



CS 

fs 

B 
B 

B 
B 
H 

B 
B 
B 
E 
IS 
& 
B 
□ 
B 
SJ 
B 
B 
B 

& 
sr 
si 



AL Albanien £g 

AM Armenien (3 

AT Osterreich 

AU Australien 

AZ Aserbaidschan £3 

BA Bosnien-Herzegowina E3 

BB Barbados g] 

BG Bulgarien 

BR Brasilien H 

BY Belarus 

CA Kanada £JJ 

CH und LI Schweiz und Liechtenstein gj 

CN China & 

CU Kuba H 

CZ Tschechische Republik £3 

DE Deutschland $& 

DK Danemark & 

EE Estland 

ES Spanien QjJ 

FI Finnland. g] 

GB Vereinigtes Konigreich £j 

GE Georgien . . 53 

GH Ghana § 

GM Gambia IS 





HR 




HU 


1 


ID 


B 


IL 


IS 


IS 


la 


JP 




KE 


EST 


KG 


Si 


KP 


B 


KR 


SI 


KZ 


IS 


LC 


SI 


LK 


la 


LR 



Kroatien EJ 

Ungarn IS 

Indonesien Jgf 

Israel gj 

Island J§| 

Japan 

Kenia & 

Kirgisistan IS 

Demokratische Volksrepublik Korea Kl 

b 



LS Lesotho 

LT Litauen 
LU Luxemburg 
LV Lettland 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Portugal 

RO Rumanien 

RU Russische Federation 

SD Sudan 
SE Schweden 
SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Slowakei 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkei 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereinigte Staaten von Amerika 



UZ 
VN 
YU 
ZW 



Usbekistan 
Vietnam . . . 
Jugoslawien 
Simbabwe 



Republik Korea Kastchen fur die Bestimmung von Staaten (fur die Zwecke eines 

Kasachstan nationalen Patents), die dem PCT nach der Veroffentlichung 

Saint Lucia dieses Formblatts beigetreten sind: 

Sri Lanka g] 

Liberia ^ Grenada : 



Erklarung bzgl. vorsorglicher Bestimmungen: Zusatzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anraelder nach 
Regel 4.9 Absatz b auch aile anderen nach dem PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der im Zusatzfeld genannten 
Bestimmungen, die von dieser Erklarung ausgenommen sind. Der Anmelder erklart. daB diese zusatzlichen Bestimmungen unter 
dem Vorbehalt einer Bestatigung stehen undjede zusatzliche Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Prioritatsdatum 
n jcht bestiitigt wurde, nach Ablauf dieser Frist als vom Anmelder zuriickgenommen gilt. (Die Bestarigung einer Bestimmung 
erfolgt durch die Einreichung einer Mitteihmg, in der diese Bestimmung angegeben wird, und die Zahlung der Bestimmungs- una 
dir Besiatigungsgebiihr. Die Besiiitigung mufi beim Anmeldeamt innerhalb der Frist von 15 Monaten eingehen.) 



FormblattPCT/RO/101 (Blatt2) (Juii 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Feld Nr. VI PRI0RITATSANSPRL1 



□ 



Weitere Prioritatsan 



khe sind im Zusatzfeld angegeben. 



Anmeldedatum 
der friiheren Anmeldung 
(Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen 
der friiheren Anmeldung 



1st die fruhere Anmeldung eine: 



nationale Anmeldung: 
Staat 



regionale Anmeldung: 
regionales Amt 



internationale Anmeldung 
Anmeldeamt 



Zeile(l) 

10. Dez. 1998 



198 56 882.7 



DE 



Zeile (2) 



Zeile(3) 



|^| Das Anmeldeamt wird ersucht, eine beglaubigte Abschrift der oben in der (den) Zeile(n) i _ 

^ bezeichneten friiheren Anmeldung(en) zu erstellen und dem internationalen Buro zu ubermitteln (nur falls die friihere Anmeldung(en) bei 
dem Amt eingereicht worden ist(sind), das fur die Zwecke dieser internationalen Anmeldung Anmeldeamt ist) 

* Fads es sich hei der friiheren Anmeldung urn eine ARIPO-Anmeldung handelt, so muff in dem Zusatzfeld mindestens ein Staat angegeben werden, der 
MitgUedstaat der Pariser Verbandsiibereinkimfi zum Schutz des gewerblichen Eigentums ist und fiir den die friihere Anmeldung eingereicht wurde. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der internationalen Recherchenbehorde (ISA) 

(fails zwei oder mehr ah zwei Internationale Recherchen- 
hehorden fiir die Ausfuhrung der internationalen Recherche 
zustcindig sind, geben Sie die von Ihnen gewahlte Behdrde an: 
der Zweibitchstaben-Code kann bemitzt werden): 

ISA/ EPA 



Antrag auf Nutzung der Ergebnisse einer friiheren Recherche; Bezugnahme auf diese 
fruhere Recherche t fails eine friihere Recherche hei tier internationalen Recherchenbehorde 
beaniragr oder von ihr durchgefiihrt worden ist): 



Datum (Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen 



Staat (oder regionales Amt) 



Feld Nr.VIH KONTROLLISTE; EINREICHUNGSSPRACHE 



Diese internationale Anmeldung enthalt 
die folgende Anzahl von Blattern: 



Antrag 

Beschreibung (ohne 
SequenzprotokoIKeil) 

Anspriiche 

Zusammenfassung 

Zeichnungen 

SequenzprotokoIIteil 
der Beschreibung 

Blattzahl insgesamt 



4 

11 

2 
1 

9, 

11 



38 



Dieser internationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

1. Blatt fiir die Gebuhrenberechnung 

2. □ Gesonderte unterzeichnete Vollmacht 

3. Q Kopie der allgemeinen Vollmacht; Aktenzeichen (falls vorhanden): 

4. Q Begriindung fur das Fehlen einer Unterschrift 

5. 0 Prioritatsbeleg(e), in Feld Nr. VI durch 

folgende Zeilennummer gekennzeichnet: 

6. □ Ubersetzung der internationalen Anmeldung in die folgende Sprache: 

7. Q Gesonderte Angaben zu hinterlegten Mikroorganismen oder anderem biologischen Material 

8. □ Protokoll der Nucleotid- und/oder Aminosiiuresequenzen in computerlesbarer Form 

9. □ Sonstige {einzeln auffiihren); 



f olgt 



Abbildung der Zeichnungen, die 
mit der Zusammenfassung 
veroffentlicht werden solffNr.): 


Sprache, in der die 
internationale Anmeldung 
eingereicht wird: 


Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES AN WALTS 



Der Name jeder unterzeichnenden Person istneben der Unterschrift zu wiederholen, undes ist anzugeben, sofern sich dies nicht eindeutig 
aus dem Antrag ergibt, in welcher Eigenschaft die Person unterzeichnet. 



Munchen, 8.12.1999 



Dr 



Andrea SchuBligr (Patentanwaltin) 



1. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 
internationalen Anmeldung: 


2. Zeichnungen 

| 1 einge- 

1 1 gangen: 

I | nicht ein- 
I 1 gegangen: 


3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtraglich, jedoch 
fristgerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur Vervollstanaigung dieser internationalen Anmeldung: 


4. Datum des fristgerechten Eingangs der angeforderten 
Richtigstellungen nach Artikel 1 1(2) PCT: 


5. Internationale Recherchenbehorde TC . ■ 
(falls zwei oder mehr zustdndig sind): lo A / 


6. 1 1 Ubermittlungdes Recherchenexemplars bis zur 
i — I Zahlung der Kecherchengebiihr aufgeschoben 



■ Vom Internationalen Buro auszufullen ■ 



Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Internationalen Buro: 



FormblattPCT/RO/lOl (letztes Blatt) (Juli 1998; Nachdruck Juli 1999) 



Siehe Anmerlatngen zu diesem Antragsformular 



Pf^TP wj^»GANISATION FOR GEISTIGES EIGENTUM 

\^ X Internationales Bflro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG tJBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 




(51) Internationale Paten tklassifikati n ? : 

C12N 15/12, C07K 14/47, 16/18, A61K 
38/17 



Al 



(11) Internationale VeroffenUichungsnummer: WO 00/34472 

lS.Juni 2000(15.06.00) 



(43) Internatt nates 

VerofTentiichungsdatum: 



(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/DE99/03972 

(22) Internationales Anmeldedatum: 8. Dezember 1999 (08.12.99) 



(30) Prioritatsdaten: 
198 56 882.7 



10. Dezember 1998 (10.12.98) DE 



(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten ausser US): 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM 
STIFTUNG DES OFFENTLICHEN RECHTS [DE/DE]; 
Im Neuenheimer Feld 280, D-69120 Heidelberg (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): SEDLACEK, Zdenek 
[CZ/DE]; Burgstrasse 52, D-69121 Heidelberg (DE). 
POUSTKA, Annemarie [AT/DE]; Werderstrasse 36, 
D-60I20 Heidelberg (DE). 

(74) Anwalt: SCH0SSLER, Andrea; Huber & SchQssler, Trud- 
eringer Strasse 246, D-81825 MUnchen (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: AL, AM, AT, AU. AZ, BA, BB, BG, 
BR, BY, CA t CH, CN, CU. CZ, DK, EE, ES, FI, GB, GD, 
GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, 
KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MD, MG, MIC, 
MN, MW, MX, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI. 
SK, SL, TI, TM, TR, TT, UA, UG, US, UZ, VN, YU ( ZW, 
ARIPO Patent (GH, GM, KE, LS, MW, SD, SL, SZ, TZ, 
UG, ZW), eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, 
RU, TJ, TM), europaisches Patent (AT; BE, CH, CY, DE, 
DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE), 
OAPI Patent (BF, BJ, CF, CG, CI, CM. GA, GN, GW, ML, 
MR, NE, SN, TD, TG). 



Veroffentlicht 

Mil internationalem Recherchenbericht. 

Vor Ablauf der fur Anderungen der Anspruche zugelassenen 

Frist; Verdffentlichung wird wiederholt falls Anderungen 

eintreffen. 



(54) Title: SPERMATOGENESIS PROTEIN 



(54) Bezeichnung: SPERMATOGENESE-PROTEIN 



(57) Abstract 



The invention relates to a spermatogenesis protein as well as to DNA coding for and a method for producing such a protein. The 
invention further relates to antibodies to said protein and to the use of the DNA and the protein for studying or influencing spermatogenesis. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Spermatogenese-Protein, eine fur ein solches Protein kodierende DNA und ein Verfahren zur 
Herstellung eines solchen Proteins. Ferner betrifft die Erfindung gegen das Protein gerichtete Antikorper sowie die Verwendung der DNA 
und des Proteins zur Untersuchung bzw. Beeinflussung der Spermatogenese. 



8. Oezember 1999 

09/857902 

JC03Rec'dPCT/rTC 0 8JUN200I 

Unser Zeichen: K 27 67 - hu / wd 

Spermatogenese-Protein 

Die vorliegende Erfindung betrif ft ein Spermatogenese-Protein, 
eine fur ein solches Protein kodierende DNA und ein Verfahren 
zur Herstellung eines solchen Proteins. Ferner betrif ft die 
Erfindung gegen das Protein gerichtete Antikorper sowie die 
Verwendung der DNA und des Proteins zur Untersuchung bzw, 
Beeinf lussung der Spermatogenese . 

Mit Spermatogenese wird die Bildung von Spermien in 
Saugetieren bzw. dem Menschen bezeichnet. Diese Bildung 
erfolgt in den Hoden. Wahrend der Spermatogenese, insbesondere 
dem Pachy tan-Stadium der Meiose, lagern sich die X- und Y- 
Chromosomen aneinander und bilden einen sog. Sexkdrper aus . In 
diesem liegen die X- und Y-Chromosomen inaktiv vor, d.h. sie 
werden nicht transkribiert . 

Es hat sich nun gezeigt, daS von einigen Genen der X- und Y- 
Chromosomen Partner-Gene existieren, die autosomal lokalisiert 
sind. Diese werden u.a.in den Hoden exprimiert, wodurch ihre 
Genprodukte in der Spermatogenese kompensatorische Funktionen 
hinsichtlich der entsprechenden inaktivierten Gene der X- und 
Y-Chromosomen haben. 

Ein Eingreifen in die Spermatogenese ist nachwievor ein groSes 
Problem. Dies liegt insbesondere daran, dafi die Spermatogenese 
nicht- im Detail verstanden ist. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, 
ein Mittel berei tzustellen, mit dem die Spermatogenese 
untersucht und ggf s . Wege aufgezeigt werden konnen, mit denen 
in die Spermatogenese eingegriffen werden kann. 

Erf indungsgemafi wird dies durch die Gegenstande in den 
Patentanspriichen erreicht. 



8. Dezemoer iyyy 



2 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen des 
Anmelders, daS das X-chromosomal lokalisierte Gen XAP-5 ein 
Partner-Gen aufweist, das autosomal lokalisiert ist und in 
vielen Geweben exprimiert wird. Beispielsweise ist die 
Expression in den Hoden zu finden, wobei sie hier besonders 
stark ist in der Spermatogenese, inbesondere in den Stadien 
der primaren und sekundaren Spermatocyten sowie der runden 
Spermatiden. Das Partner-Gen wird mit X5L bezeichnet und ist 
im humanen Genora auf Chromosom 6 in der Region 6pter 
lokalisiert. Der Anmelder hat X5L auf dem PAC-Klon LLNLp 
704K12294Q13 isoliert und charakterisiert . Die DNA umfafit eine 
kodierende Sequenz und ein Intron und f uhrt zu einer etwa 1 . 6 
kb groSen cDNA. Diese kodiert fur ein etwa 3 7 kD groSes, 325 
Aminosauren umfassendes mit X5L-Protein bezeichnetes 
Spermatogenese-Protein (vgl. Figuren 1, 2 und 5,6). Ferner hat 
der Anmelder erkannt, daS Mutationen im X5L-Protein die 
Spermatogenese beeintrachtigen konnen. 

Erf indungsgemaS werden die Erkenntnisse des Anmelders genutzt, 
ein Spermatogenese-Protein (X5L- Protein) berei tzustellen, 
umfassend die Aminosauresequenz von Fig. 1 oder eine hiervon 
durch ein oder mehrere Aminosauren unterschiedliche 
Aminosauresequenz, wobei zwischen letzterer Aminosauresequenz 
und der Aminosauresequenz von Fig. 1 eine Homologie von 
mindestens 80 % vorliegt. 

Der Ausdruck "eine durch eine oder mehrere Aminosauren 
unterschiedliche Aminosauresequenz umf aSt jegliche fur ein 
X5L-Protein kodierende Aminosauresequenz, die zu jener von 
Fig. 1 eine Homologie von mindestens 80 % aufweist. Die 
Aminosauresequenz kann sich von jener von Fig. 1 durch 
Additionen, Deletionen, Subs ti tut ionen und/oder Inversionen 
einzelner Aminosauren unterscheiden . Insbesondere kann die 
Aminosauresequenz jene von Fig. 3 sein. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
Nukleinsaure , die fur ein X5L-Protein kodiert. Die 
Nukleinsaure kann eine RNA oder eine DNA, z.B. eine cDNA, 



sein. Bevorzugt ist eine DNA, die folgendes umfaSt: 

(a) Die DNA von Fig. 1 oder eine hiervon durch ein oder 
mehrere Basenpaare unterschiedliche DNA, wobei letztere 
DNA mit der DNA von Fig. 1 hybridisiert und fur ein X5L- 
Protein kodiert, dessen Aminosauresequenz eine Homologie 
von mindestens 80 % zu jener von Fig. 1 aufweist, oder 

(b) eine mit der DNA von (a) iiber den degenerierten 
genetischen Code verwandte DNA. 

Der Ausdruck "eine durch eine oder mehrere Basenpaare 
unterschiedliche DNA" umfafit jegliche fur ein X5L-Protein 
kodierende DNA-Sequenz, die mit der DNA von Fig. 1 
hybridisiert und fur ein X5L-Protein kodiert, dessen 
Aminosauresecjuenz eine Homologie von mindestens 80 % zu jener 
von Fig. 1 aufweist. Die DNA-Sequenz kann sich von der DNA von 
Fig. 1 durch Additionen, Deletionen, Subs ti tut ionen und/oder 
Inversionen einzelner Basenpaare unterscheiden . Insbesondere 
kann die DNA-Sequenz jene der Figuren 2-4 sein. Der Ausdruck 
"Hybridisierung" weist auf eine Hybridisierung unter ublichen 
Bedingungen, insbesondere bei 2 0°C unter dem Schmelzpunkt der 
DNA-Sequenz hin. 

Die DNAs der Figuren 1-4 wurden als h-X5L-c, h-X5L-g, m-X5L-c 
bzw. m-X5L-g bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen) unter DSM 12 550, DSM 12553, 
DSM 12552 bzw. DSM 12551 am 26. Nov. 1998 hinterlegt. 

Eine erf indungsgemafie DNA kann als solche oder in Kombination 
mit jeglicher anderen DNA vorliegen. Insbesondere kann eine 
erf indungsgemaSe, fur ein X5L-Protein kodierende DNA in einem 
Expressionsvektor vorliegen. Beispiele solcher sind dem 
Fachmann bekannt . Im Falle eines Express ionsvektors fur E. 
coli sind dies z.B. pGEMEX, pUC-Derivate , pGEX-2T, pET3b und 
pQE-8. Fur die Expression in Hefe sind z.B. pYlOO und Ycpadl 
zu nennen, wahrend fur die Expression in tierischen Zellen 
z.B. pKCR, pEFBOS, cDM8 und pCEV4 anzugeben sind. Fur die Ex- 



4 



pression in Insektenzellen eignet sich besonders der 
Bacculovirus -Express ionsvektor pAcSGHisNT-A. 

Der Fachmann kennt geeignete Zellen, urn die erf indungsgemaSe, 
5 in einem Expressionsvektor vorliegende DNA zu exprimieren. 

Beispiele solcher Zellen umfassen die E . coli-Stamme HB101, 
DH1, xl776, JM101, JM 109, BL21 und SG 13009, den Hefe-Stamm 
Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen L, NIH 3T3, 
FM3A, CHO, COS, Vero und HeLa sowie die Insektenzellen sf9. 

10 

Der Fachmann weiS, in welcher Weise die erf indungsgemaSe DNA 
in einen Expressionsvektor inseriert werden mufi. Ihm ist auch 
bekannt, daS diese DNA in Verbindung mit einer fur ein anderes 
Protein bzw. Peptid kodierenden DNA inseriert werden kann, so 
15 daS die erf indungsgemaSe DNA in Form eines Fusionsproteins 

exprimiert werden kann. 

Desweiteren kennt der Fachmann Bedingungen, trans formierte 
bzw. transf izierte Zellen zu kultivieren. Auch sind ihm 
20 Verfahren bekannt, das durch die erf indungsgemaSe DNA 
exprimierte Protein bzw. Fusionsprotein zu isolieren und zu 
reinigen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
25 gegen ein vorstehendes Protein bzw. Fusionsprotein gerichteter 

Antikorper. Ein solcher Antikorper kann durch ubliche 
Verfahren hergestellt werden. Er kann polyklonal bzw. 
monoklonal sein. Zu seiner Herstellung ist es gunstig, Tiere, 
insbesondere Kaninchen oder Hiihner fur einen polyklonalen und 
30 Mause fur einen monoklonalen Antikorper, mit einem 
vorstehenden (Fusions ) protein oder Fragmenten davon zu 
immunisieren. Weitere "Booster" der Tiere konnen mit dem 
gleichen (Fusions) protein oder Fragmenten davon erfolgen. Der 
polyklonale Antikorper kann dann aus dem Serum bzw. Eigelb der 
35 Tiere erhalten werden. Fur den monoklonalen Antikorper werden 
Milzzellen der Tiere mit Myelomzellen fusioniert. 



Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
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Kit. Ein solcher umfaSt eine oder mehrere der folgenden 
Komponenten : 

(a) eine erf indungsgemaSe DNA, 

(b) ein erf indungsgemaSes Spermatogenese-Protein (X5L- 
Protein) 

(c) einen erf indungsgemaSen Antikorper, sowie 

(d) ubliche Hilfsstoffe, wie Trager, Puffer, Losungsmittel , 
Kontrollen, etc. 

Von den einzelnen Komponenten konnen jeweils ein oder mehrere 
Vertreter vorliegen. Hinsichtlich der einzelnen Ausdrucke wird 
auf vorstehende Ausfiihrungen verwiesen. Diese gel ten hier 
ent spr echend . 

Die vorliegende Erfindung ermoglicht es, die Spermatogenese zu 
untersuchen . Mit einem erf indungsgemaEen Antikorper kann ein 
X5L-Protein nachgewiesen werden. Es kann eine Beziehung 
zwischen einem X5L-Protein und Vorgangen in der Spermatogenese 
hergestellt werden. Ferner kann mit einem X5L-Protein ein 
gegen dieses Protein gerichteter Autoantikorper nachgewiesen 
werden. Beide Nachweise konnen durch ubliche Verfahren, 
insbesondere einen Western Blot, einen ELISA, eine 
Immunprazipitation oder durch Immunf luoreszenz , erfolgen. 
Desweiteren kann mit einer erf indungsgem&Sen Nukleinsaure, 
insbesondere einer DNA und hiervon abgeleiteten Primern, die 
Organisation und die Expression des fur ein X5L-Protein 
kodierenden Gens nachgewiesen werden. Dieser Nachweis kann in 
iiblicher Weise, insbesondere in einem Southern Blot, iiber in 
situ Hybridisierung oder durch PGR, erfolgen. 

Dariiberhinaus eigne t sich die vorliegende Erfindung, MaSnahmen 
zur Inhibition oder Aktivitatssteigerung eines X5L-Proteins in 
Personen zu ergreifen. Mit einem erf indungsgemaSen Antikorper 
kann ein X5L-Protein inhibiert werden. Andererseits kann mit 
einem X5L-Protein, insbesondere nach Kopplung an ein vom 
Korper nicht als fremd angesehenes Protein, z.B, Transferrin 
oder BSA, die Menge eines X5L-Proteins in Personen erhoht 
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werden. Entsprechendes kann auch mit einer erf indungsgemaEen 
Nukleinsaure, insbesondere einer DNA, erreicht werden, die 
unter die Kontrolle eines konstitutiven bzw. in bestimmten 
Geweben, induzierbaren Promotors gestellt wird und nach ihrer 
Expression^ zur Bereitstellung eines X5L-Proteins in den 
Personen bzw. in bestimmten Geweben, z.B. Hoden, dieser fiihrt. 

Somit stellt die vorliegende Erfindung Mittel dar, die 
Spermatogenese zu untersuchen und in sie regulierend 
einzugreif en. Letzteres umfaEt sowohl ihre Aktivierung als 
auch ihre 'Inhibierung . Insbesondere liefert die vorliegende 
Erfindung Mittel, Storungen der Spermatogenese zu 
diagnostizieren und zu behandeln. 



Kurze Beschreibung der Zeichnungen. 

Fig. 1 zeigt die DNA- und Aminosauresequenzen eines 
erf indungsgemaEen, 325 Aminosauren umfassenden 
Spermatogenese-Proteins (X5L-Protein) . Die DNA- 
Sequenz ist eine humane cDNA. 



Fig. 2 zeigt die Sequenzen einer genomischen fur ein X5L- 
Protein kodierenden DNA. Die DNA entstammt dem 
humanen Genom. Die cDNA von Fig. 1 beginnt am 
Basenpaar 739. Zwischen den Basenpaaren 828 und 1129 
liegt ein Intron vor. Eine Polyadenylierungsstelle 
befindet sich am Basenpaar 2658. 

Fig. 3 zeigt die DNA- und Aminosauresequenzen eines 334 
Aminosauren umfassenden X5L-Proteins . Die DNA- 
Sequenz ist eine Maus cDNA. 



Fig. 4 zeigt die Sequenz einer genomischen fur ein X5L- 
Protein kodierenden DNA. Die DNA entstammt dem Maus 
Genom. Die cDNA von Fig. 3 beginnt am Basenpaar 445 
von Fig. 4(A) . Zwischen den Basenpaaren 492-1232 von 
Fig. 4(A) liegt ein Intron vor. Zwischen den 
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Basenpaaren 1-1136 von Fig. 4 (B liegt ein Intron 
vor. Eine Polyadenylierungssequenz befindet sich am 
Basenpaar 2306 von Fig. 4(B). 

5 Fig. 5 zeigt den Nachweis von mRNA eines X5L-Proteins in 

Geweben . 

zeigt den Nachweis von mRNA eines X5L-Proteins in 
Hoden. Das Vorliegen solcher mRNA ist auf Tubuli 
begrenzt (Fig. 6(A)). Auf zellularer Ebene liegt 
mRNA eines X5L-Proteins in den Stadien der primaren 
und sekundaren Spermatoyten (Sterne) sowieder runden 
Spermatiden (RS) vor. Reife Spermien sind mit (MS) 
und Spermatogonien mit { P f e i 1 sp i t z en ) ge- 
kennzeichnet . Sertoli-Zellen (Pfeile) und Leydig- 
Zellen (L) weisen keine mRNA eines X5L-Proteins auf. 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachstehenden 
20 Beispiele erlautert. 

Beispiel 1: Nachweis von mRNA eines X5L-Proteins in Geweben 
(A) 

RNA-Blots von humanen Geweben, wie Pankreas, Nebennierenmark, 
25 Schilddriise, Nebennierenrinde, Hoden, Thymus, Diinndarm, Magen, 

fotales Gehirn, fotale Lunge, fotale Leber und fotale Niere, 
erhalten von Clontech, werden einer 

Hybridisierung unterzogen. Als Hybridisierungsprobe wird eine 
[a 32 Pl_dCTP markierte X5L-Protein spezifische DNA verwendet, die 
30 zwischen den Basenpaaren 1073-1409 der DNA von Fig. 1 liegt. 

Die Hybridisierung erfolgt ubernacht mit anschlieEenden 
Waschschritten unter ublichen Bedingungen. Zur Kontrolle 
werden die Blots ebenfalls mit einer radioaktiven S-actin- 
Probe hybridisiert (vgl . Fig. 5). 

35 

Es zeigt sich, daS mRNA eines X5L-Proteins in den 
verschiedensten Geweben exprimiert wird. Die GroSe der 
exprimierten mRNA ist 1,7 bzw. 4,3 kb , was auf 
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unterschiedliche Polyadenylierungssignale der DNA von Fig. 1 
zuriickzufuhren ist. Ferner zeigt es sich, daS die Expression 
von mRNA eines X5L-Proteins in Hoden am starksten ist. 

(B) 

Es wird eine RNA in situ Hybridisierung an Maus-Hoden-Gewebe 
durchgefiihrt . Hierzu wird auf das Verfahren von Wilkinson, 
D.G. (1992) , Oxford University Press, New York verwiesen. Es 
werden "antisense"- bzw: "sense" RNA Proben verweden, die den 
Basenpaaren 5-1169 der DNA von Fig. 1 entsprechen. 

Es zeigt sich, date in Hoden-Gewebe eine starke Expression von 
mRNA eines. X5L-Proteins stattfindet. Ferner zeigt sich, daS 
die Expression auf Tubuli beschrankt ist. Auf zellularer Ebene 
zeigt sich eine Expression von mRNA eines X5L-Proteins in den 
Stadien der primaren und sekundaren Spermatocyten sowie der 
runden Spermatiden . Spermatogonien, reife Sertoli -Zellen und 
Leyding-Zellen zeigen dagegen keine Expression von mRNA eines 
X5L-Proteins . 

Beispiel 2: Herstellung und Reinigung eines 

erf indungsgemaSen Spermatogenese-Proteins (X5L- 
Protein) 

Die DNA von Fig. 1 wird mit BAMHI -Linkern versehen, mit BamHI 
nachgespa 1 t en und in den mit BamHI gespaltenen 
Expressionsvektors pQE-8 (Qiagen) inseriert. Es wird das 
Expressionsplasmid pQE-8/X5L erhalten. Ein solches kodiert fur 
ein Fusionsprotein aus 6 Histidin-Resten (N-Terminuspartner ) 
und dem erf indungsgemaSen X5L-Protein von Fig. 1 (C- 
Terminuspartner ) . pQE-8/X5L wird zur Transformation von E.coli 
SG 13009 (vgl. Gottesman, S. et al . , J. Bacteriol. 148, (1981), 
2 65-273) verwendet. Die Bakterien werden in einem LB-Medium 
mit 100/ig/ml Ampicillin und 25jLtg/ml Kanamycin kultiviert und 
4 h mit 60|tM Isopropyl-fi-D-Thiogalactopyranosid (IPTG) 
induziert. Durch Zugabe von 6 M Guanidinhydrochlorid wird eine 
Lyse der Bakterien erreicht, anschliefiend wird mit dem Lysat 
eine Chroma tographie (Ni-NTA-Resin) in Gegenwart von 8 M 
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Harnstoff entsprechend der Angaben des Herstellers (Qiagen) 
des Chromatographie-Materials durchgeftihrt . Das gebundene 
Fusionsprotein wird in einem Puffer mit pH 3,5 eluiert. Nach 
seiner Neutralisierung wird das Fusionsprotein einer 18 % SDS- 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterworfen und mit Coomassie- 
Blau angefarbt (vgl. Thomas, J.O. und Kornberg, R.D., 
J.Mol.Biol. 149 (1975), 709-733). 

Es zeigt sich, dafi ein erf indungsgemaSes (Fusions ) protein in 
hochreiner Form hergestellt werden kann. 



B ispiel 3: Herstellung und Nachweis eines 

erfindungsgemafien Antikorpers 

Ein erf indungsgemaSes Fusionsprotein von Beispiel 2 wird einer 
18 % SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterzogen. Nach 
Anfarbung des Gels mit 4 M Natriumacetat wird eine ca . 37 kD 
Bande aus dem Gel herausgeschni t ten und in Phosphat 
gepufferter Kochsalzlosung inkubiert. Gel-Stticke werden 
sedimentiert , bevor die Proteinkonzentration des Uberstandes 
durch eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese , der eine 
Coomassie-Blau-Farbung folgt, bestimmt wird. Mit dem Gel- 
gereinigten Fusionsprotein werden Tiere wie folgt immunisiert: 



Immunisierungsprotokoll fiir polyklonale Antikorper im 
Kaninchen 



Pro Immunisierung werden 3 5 /xg Gel-gereinigtes Fusionsprotein 
in 0,7 ml PBS und 0,7 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's 
Adjuvans eingesetzt . 



Tag O: 
Tag 14 

Tag 28 
Tag 56: 
Tag 80 



1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; 
icFA) 

3. Immunisierung (icFA) 

4 . Immunisierung ( icFA) 

Ausbluten 



Das Serum des Kaninchens wird im Immunoblot getestet. Hierzu 
wird ein erf indungsgemafies Fusionsprotein von Beispiel 1 einer 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterzogen und auf ein 
Nitrocellulosef ilter ubertragen (vgl. Khyse -Anders en, J., J. 
Biochem. Biophys . Meth. 10, (1984), 203-209). Die Western 
Blot-Analyse wurde wie in Bock, C.-T. et al . , Virus Genes 8, 
(1994), 215-229, beschrieben, durchgef tihrt . Hierzu wird das 
Nitrocellulosef ilter eine Stunde bei 37°C mit einem ersten 
Antikorper inkubiert. Dieser Antikorper ist das Serum des 
Kaninchens (1:10000 in PBS). Nach mehreren Waschschri tten mit 
PBS wird das Nitrocellulosef ilter mit einem zweiten Antikorper 
inkubiert. Dieser Antikorper ist ein mit alkalischer Phospha- 
tase gekoppelter monoklonaler Ziege Anti-Kaninchen-IgG- 
Antikorper (Dianova) (1:5000) in PBS. Nach 30-minutiger 
Inkubation bei 37°C folgen mehrere Waschschri tte mit PBS und 
anschliefiend die alkalische Phosphatase-Nachweisreaktion mit 
Entwicklerlosung (3 6/iM 5 ' Bromo-4-chloro-3 -indolylphosphat , 
400/iM Nitroblau-tetrazolium, lOOmM Tris-HCl, pH 9.5, 100 itiM 
NaCl, 5 mM MgCl 2 ) bei Raumtemperatur , bis Banden sichtbar 
werden . 

Es zeigt sich, dag erf indungsgemafie , polyklonale Antikorper 
hergestellt werden konnen. 

Immunisieriingsprotokoll fur polyklonale Antikorper im Huhn 

Pro Immunisierung werden 40[ig Gel-gereinigtes Fusionsprotein 
in 0,8 ml PBS und 0,8 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's 
Adjuvans eingesetzt . 

Tag O. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 
Tag 28: 2. Immunisierung ( inkomplettes Freund's Adjuvans; 
icFA) 

Tag 50: 3. Immunisierung (icFA) 

Aus Eigelb werden Antikorper extrahiert und im Western Blot 
getestet. Es werden erf indungsgemaSe, polyklonale Antikorper 
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nachgewiesen. 



Istmunisierungsprotokoll fiir monoklonale Antikorper der Maus 

Pro Immunisierung werden 12fxg Gel-gereinigtes Fusionsprotein 
in 0,25 ml PBS und 0,25 ml komplettem bzw. inkomplettem 
Freund's Adjuvans eingesetzt; bei der 4. Immunisierung ist das 
Fusionsprotein in 0,5 ml (ohne Adjuvans) gelost. 
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15 



Tag O. 
Tag 2 8 : 

Tag 56 
Tag 84 
Tag 87 



1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

2. Immunisierung ( inkomplettes Freund's Adjuvans; 
icFA) 

3. Immunisierung (icFA) 

4. Immunisierung (PBS) 
Fusion 



Uberstande von Hybridomen werden im Western Blot getestet. 
Erf indungsgemaEe, monoklonale Antikorper werden nachgewiesen. 
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Pa t ent anspriiche 

Spermatogenese- Protein, umf as send die Aminosauresequenz 
von Fig. 1 Oder eine hiervon durch ein oder mehrere 
Aminosauren unterschiedliche Aminosauresequenz, wobei 
zwischen letzterer Aminosauresequenz und jener von Fig. 1 
eine Homologie von mindestens 80 % vorliegt. 

Spermatogenese-Protein nach Anspruch 1, umfassend die 
Aminosauresequenz von Fig. 3. 

DNA, kodierend fiir das Spermatogenese-Protein nach 
Anspruch 1, umfassend: 

(a) pie DNA von Fig. 1 oder eine hiervon durch ein oder 
mehrere Basenpaare unterschiedliche DNA, wobei 
letztere DNA mit der DNA von Fig. 1 hybridisiert und 
fur ein Spermatogenese-Protein kodiert, dessen 
Aminosauresequenz eine Homologie von mindestens 80 % 
zu jener von Fig. 1 aufweist, oder 

(b) eine mit der DNA von (a) liber den degenerierten 
genetischen Code verwandte DNA. 

DNA nach Anspruch 3, wobei die DNA jene von Fig. 2, Fig. 
3 oder Fig. 4 ist. 

Expressionsplasmid, umfassend die DNA nach Anspruch 3 
oder 4 . 

Trans formante, enthaltend das Expressionsplasmid nach 
Anspruch 5 . 

Verfahren zur Herstellung eines Spermatogenese-Proteins, 
umfassend die Kultivierung der Trans formante nach 
Anspruch 6 unter geeigneten Bedingungen. 

Antikorper, gerichtet gegen das Spermatogenese-Protein 
nach Anspruch 1 oder 2 . 
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9. Verwendung des Spermatogenese- Proteins nach Anspruch 1 
oder 2 oder einer DNA nach Anspruch 3 oder 4 zur 
Untersuchung bzw. Beeinf lussung von Spermatogeneses 

5 10. Verwendung nach Anspruch 9, wobei die Beeinf lussung der 

Spermatogenese ihre Aktivierung bzw. Inhibierung umf aSt . 



10 



11. 



Verwendung nach Anspruch 9, wobei die Untersuchung bzw. 
Beeinf lussung der- Spermatogenese eine Diagnose bzw. 
Behandlung von Storungen der Spermatogenese umfaSt. 



14 



K 2606 

Zusaxranenf as sung 
Spennatogenese-Protein 

5 

Die vorliegende Erfindung betriff t ein Spermatogenese-Protein, 
eine fur ein solches Protein kodierende DNA und ein Verfahren 
zur Herstellung eines solchen Proteins. Ferner betrifft die 
Erfindung gegen das Protein gerichtete Antikorper sowie die 
10 Verwendung der DNA und des Proteins zur Untersuchung bzw. 

Beeinf lussung der Spermatogenese . 
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10 30 50 70 90 

AGAGCCCGGCTCGAGT<^GCCTCTGCTCGTGGGTGGTTCT 

110 130 130 170 

GCCCATCGGGTAGGCGCGGGCCXTGGCGCAGTACAA^ 

MAQYKGTMREAGRAMHLLXXREK 

190 4 210 230 250 270 

GCAGCGGGAGCAGATGGAGGTGCTG^AfiCAGCGCATCGCCGAGGAGACCA^ 
QREQMEVLKQRIAESTILXSQVOKRrSAHY 

290 310 320 350 

CGACGCCGTGGAGGCCGAGCTGAAGTCCAGCACGGTGGGCCTGGTGACCC^ 
DAVEAELKSSTVGLVTLNDMXARQSALVRE 

370 390 410 430 450 

GCGCCAGCGGCAGCTGGCGAAGCGCCAGCACCTGGAGGACCAGCCGCTG*^ 
RERQLAXRQHLEEQRLQQ3RQRSQSQRRER 

470 450 510 530 

CAAGCGTAAGATCTCCTGCCTCTCCTWGCACTAGACG&CCTCGAT^ 
KRKISCLS7ALDDLDDQADAAEARRAGNLG 

S30 57C 590 610 630 

O^AGAACCCCGACGTGGACACCAGCTTCCTGCCAGACCGC 
KNPDVDTSFLPDRDREESENRI-REELRQEW 

650 670 690 710 

GGAGGCGCAGCGCGAGAAAGTGAAGGACGAGGAG ATGGAckrT GGGACGGCT CGGGCCACCGGCGCACGGTGCGGGT 

EAQKEKVXD EEMEVTF SYWDGSG HRRTVRV 

730 750 770 790 S1Q 

GCGCAAGGGCAACACGGTGCAGCAGTTCCTGA^ 
RXGNTVQQ7LXKALQGLRKDFLELRSAGVE 

830 S50 S70 390 

GCAGCTCATGTTCATCAAGGAGGACCTCATCC 
QLMFIKSDLILPHYHTJYDFIIARARGKSG 

910 930 950 970 990 

GCCGCTCTTCAGCTTCGATCTGCACGATGACGTGCGCCTGCT 
FLFSFDVHDDVRLLSDATMEKDESHAGXVV 

1010 1030 1050 1070 

GCTGCGCAGCTGGTACGAGAAGAACAAGciCATCTTCCCCGCCAGCCGC^ 
LRSWYEXNKHI7PASRW3AYDFEKKWDKYT 

1090 1110 1130 1150 1170 

CATCCGCTAAC^CCCGCCTGCCAGAGCGGAAACCGGGGGTGGGGGGAGA 
I R * 

1190 1210 1230 1250 

ACCTTGATTTCTTCCCCCAAATTTAAIA^ 

12T0 1290 1310 1330 1350 

TTGGTTGGTCT^TTCTGAGTATTTTAGTGrc 

1370 1390 1410 1430 

tGTCAGACAGAAATTAGAATAGGAGGCACATTITrrACCrGGTGGTTA 

14S0 1470 1490 1510 1530 

GACACAGCCTCCTCCTTGCTCTGTAGTTTCGGTA^ 

1S50 1570 1590 1510 

GCACTTACTPT ATAAGAJTCATGT GAGTA^AAGt GAA^X^ATTTGTAAAACGCTTAGCTCTTAAT A^' i ' tj 1 ' 1 " I 'CTGTTGTT ATT A 



Fig. 1 
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10 30 50 70 90 

GAAACGGTCACGAAAC^TGA^ 

110 130 150 170 

CTACACTTTAfcCTCAGTCTCCCATG^^ 

150 210 230 250 270 

TTTTGTCACGAAACTGCXsGGGCGAGTAGGGTTCT^ 

290 310 330 350 

CACXJTAATGTTCACGAGACGCCACAGCGGGC^ 

370 330 410 430 450 

ggtggcc\cagcagcttgcgctgcgcccmL\tt^ 

470 490 510 530 

GGGGCCCGCCCTGCCCACL\GCGTGAAAAC^ 

550 570 590 610 630 

CGCTGGCCC«CCC\CAGGAGCACCGCCCCTACCAGGAGC^^ 

650 670 690 71C 

ACT?CCTGT^CGC\GCC(XCCrACC\^^ 

730 750 770 790 910 

GTGTCCACGG^TGTCGCGAGAGCCCGGCGCGAGTGGGCCTCTGCTCGTC^ 

830 850 870 S90 

AC\GGGTGCTTGGGC\GGTAAGGG^C CGCCC\GTAl^CC^CCCT CTCTGTAT GCAGCTCCCGAAATTCAGCGCTGCGcfCAGGCATGGC 
910 930 950 970 390 

ACCCACCCeWACCTC^KCGTTCSCATT7GCATTTATT<3UW 

1010 1030 1050 1070 

GTGGTTACCCTAGC\GGTCck^CC^GCrc 

10SO 1110 1130 1150 1170 

CGTTGCGTGGGCCrcCCTCTACCTGCCGCG'rTTTO 

1190 1210 1230 1250 

ACCATGCGCGAGGCa^CCGTGCC^TGCACCTCCTCAAGAAGCG 

1270 1290 1310 1330 1350 

GAGGAGACCATCCTCAAGTCGCAGGTGGACAAGAGGTTC^ 

1370 1390 1410 1430 

CTGGTGACCCTCAACGACATGAAGGCCCG^ 

1450 1470 1490 1510 1530 

CAGCGGCTG<L*S(1\GGAGCGGCAGCGGGAG 

1550 1570 1590 1S10 

CTCGATGACCAGGCC GACGCGGC CGAGGC^GGCGCGCCGGAAACCTGGGCAAGAACCCCGACGTGGACACCAG CTTCCTGCCAGACCGC 
1630 1650 1670 1690 1710 

GACCGCGAG^GGAGGAGAAC CGGCTCC GAGAGGAG 

1730 1750 1770 1790 

GTCACCTTCAGCTACTGGGACGGCTCGGGCCACCGGCGC^ 

1810 1330 1850 1370 1390 

CTGCAGGGCCTGCGCAAGCACrrTCCTGCAOTGCCCTOT 

1910 1930 1950 1970 

TACCACACC^CTACGACTTXlATCYrCGCCAGGG 

1990 2010 2030 2050 2070 

CTCAGCGACTCCACCATGGAOAAGGACGA^CGCACGCGl^ 

2090 2110 2130 2150 

GCCAGCCGCTGGGAGGCC?ATGACCCCGAGAAG>^GTGGG^ 

2170 2190 2210 2230 2250 

GGGGGGAGAC^CTCATTTCTAGGCCCCATCACCAG 

2270 2290 2310 2330 

TM^toTTCACATTG<STTGTGCTATTGCTX» 



Fig. 2 
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Fig. 2 (Fortsetzung) 



2350 2370 2390 2dI0 .2430 

ATTTGCTCCATTGCTCTGCtGAGCTGTATT 

24S0 2*70 2490 2510 

GGTGGTTATGAGCATGGACTTGGGGGCCXO^T^^ 

2530 2550 2570 2590 2610 

ATTAAACCCCCATGCCTCAGTTTGGTCACCTGTAAAAGG^ 

2630 2650 2670 2690 

AATATTTGTAAAACGCTTAGCTCTTAAIT^^ 

2710 2730 2750 2770 2790 

GTTCAGAACTATTTGAGGG(LAAAGGTGGACCTGCCCM^ 

2310 2830 2950 2970 

GGAGCAGCCCCCCTCTAGTGGG CTTTAGCTCGGTTGTTT AGC CCVGAACTTAGGAGG ACAG? GAGCT AATGCAAGTAG C CTG CAG 



4/9 



10 30 5C 70 90 

ATT CGCAAAAGCAC CAG AAGGAAGAG T CT CTO\T ACATCAAAAGCTGCAGAAT CTGTGAACTG ACAT CAGACC CAGPAGG C7 AC CAG 

110 130 ISO 170 

AAACAGGGACTGGGCAGGCOULAAAGCCTTGCGCT^ 

MAQYXGTMREAGRAM 

190 210 230 250 " 270 

GCACCTGAT CAAG AAGCGTGAGAAG C AG AAGGAGCAilATGGAGGTGCT GAAG CAGCGCAT CGCAGAG GAGAC CAT CATGAAGT CAAAAGT 
HLIKKREKQXSQ.WSVLRQRIASETIMKSKV 

290 310 330 350 

GG ACAAGAAGTTCTCGGCACACT ACGACGCCGTGGAGGC CGAGCTGAAGTCCAGTACGGTGGGCCTGGT GAC CCTGAATGACAT GAAGGC 

370 350 410 430 450 

CAAGCAGGAGGCCCTGCTGAGGG AGCGGG AGATGCAGCTGGCCAAGAGGG AG CAGCTGGAGCAAC GCCGGAT ACAG CTGGAG AT GCTGCG 
KQ EALLRER2MQ LAKREQLEQ RRX QLEMLR 

470 490 510 530 

CGAGAAGGAGCGAAGGCGAGAGCGC^A^GCVfcGATC?^ 
SECSRRRERKRKI SNLSrTLOSEEGDQSDSR 

530 57C S30 610 630 

CCAAX3CCG AGAGTGCCGAGG C CCACAGTG CTGGAGC CAAGAAGAACTCGGGCAAGAATC CCGATGTGGACACGAGCTTCCTGC CCG ACCG 
QASSAEAHSAGAXXNLGKNPDVDTSFLPDR 

650 670 690 710 

CGAGCGCGA^AGGAGGAG^CCGGTTGCGCGAGGAACTGCGGCAGGAGT 
EREEESNRLRSELRgEWEAKRSKVXGEEVE 

730 750 770 790 310 

GATCACCTT^GCTACTGG^TGGCTCCGGCCACCGGCG^^ 
ITFSYWDGSGHRRTVRMSRGSTVQQFLXRA 

830 850 870 S90 

GCTGCAGGGGCTGCGCAGG<^CTTCa3GGAGC?GC^ 
liQGLRRDFRSLRAAGVEQLMYVKSDLXuPH 

910 930 950 970 990 

ctatcacaccttctacgaci^catcgtggccaaagcc 
yht?yqpivaxargksgplfsfovhodvrl 

1010 ' 1030 1050 1070 

gctgagotatcccacgatggaga^gat^gtcac^o 
lsdatmekdeshagxvvlrswyeknkhifp 

1090 1110 1130 1150 1170 

tgccagccgctgggagccctacgaccccgagaagaagtgggac^ 
asrwepydpskkwdrytir* 

1190 1210 
CCTAACTA^GAAAATTAATAAATACAGAGGGTCCCCGTAAATCCGA 



Fig. 3 
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10 30 50 70 90 

CTAAAACCTGAAAGTTATTCTGATCAACCATACTAT^^ 

110 130 150 170 

>ATGACTT ATTGTATGAAAAGGCAAT AAAATCATGCTGTCTGGAG AGTG C CAAT ACT WG\GACTAGTGTATC\CGTAAACTCTTT AGTA 
190 210 230 250 270 

ACAACCTACACACAAAAATTTAATCTGTAATAATCAAAGGCCCA^ 

290 310 330 350 

CAGI"? GTCAGGAGAT CAi^.CGCTGG CAGCAGGACTGGAT CCATCAG7 CAGT C C\AGT CGGCAGTT AT ACAT GACCAC CACCTG ATT GG CC 
370 390 410 430 450 

CAATCTCTGTCCTGATTGGTTAGAGCCTGCCCT^ 

470 490 510 530 

AAAAGCACCiGAAGGAAGAGTCTTGGCTCATACATCAAAAGCT 

550 5/0 590 610 S3C 

TCTTTAAACTCGAGTAAAACCAATTGTGAAGGGAGTTGAATGTTAGAGGAAA 

650 S70 690 710 

GAGCCCTATCGGTGACATAATATCAACATTTTTATTGTAA^ 

730 750 770 790 810 

GACATATGCACTAGGAAAATACy^TTGGGGCTT 

S30 850 870 350 

AAGGGTTTATTT!TGAT^GACTCI^TGACTC\ 

910 930 950 970 990 

AAGCCGAGC^GATAAGGACTGCGTTCATCTG^^ 

1010 1030 1050 1070 

GCCATGTTCAAGATGCTTTGTCTTTCCTC^ 

1090 1110 1130 1150 1170 

rrcCAAATCCTGTTAGTTGACAAGATTAACC^TTACATG 

1190 1210 1230 

GCATACTGLAAGGCTTCTTGTCTCTGCTAGATTGCTC^ 



Fig. 4 (A) 
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10 20 50 70 90 

GAATTCAAACAAGCCAGGGACCAGCATCA<OTTC^ 

110 130 150 170 

TTT AGA CCTTTG GAATG ACATGGAAT GTCAC AG CAAAGCACTGTTTGGGAGCT AT G CGGT GAAATGGT GT C CTCAGGGGAAACAAGAGGG 
190 210 220 250 270 

TTTGGGCGACCAGTTTGGAGTTTGGAAAGi^T?^ 

290 310 230 250 

TAOU^GGCTTGGGAGGCACTCGTAGAGAGCGGT 

370 390 410 430 - 430 

CACAGAGAAjLACACTTTGTACTTGGCCCATC? 

470 4S0 510 530 

AGTTCTTITGTGTACTT^AGCACrGACACAA^ 

550 £70 590 £10 530 

GCTCCTTGGGATCTGCCAAi^CCXTAACAd^AA 

650 S70 690 710 

ACTC?TTT^CT?TCCTTGCTTCTGTCCTGC\GG^ 

720 750 770 790 810 

ACACCGTTTTCC^CTTGACrcCAXCTTCAC^TG^^ 

830 850 S70 390 

GTGCATGAG^GACACGGG^GCATCTTCGTrrGCTCTGCAGACCAACC 

910 * 930 950 970 990 

GTCACATG&GkSCTATCTCAGTTTGAAGTAAAA^ 

1010 103Q 1050 1070 

AGTTA£CAC\TCGGGTCACCCTGGAGACAGAC1?CATC^ 

1090 1110 1130 1150 1170 

TACTGGTTTGATTCTCGAGCGTT?TGTTT ra T?g ^ 

1190 1210 1230 1250 

GGCTACCAG^AACAGGGACTGGGCAGGCCAAAAAGCCTT^ 

1270 1290 1310 1330 1250 

CCGGGCCATGCACCTGLATCAAGAAGCGTGA 

1370 1390 1410 1430 

GTCAAAAGTGGACAAGAAGTTCTCGGCACACTACGACGCCGTGGAGGCCtb^ 

1450 1470 1490 1510 1530 

CATGAAGGCCAAC^GGAGckrCCTGCTGAC^ 

1S5Q 1570 1590 1<S10 

GATGCTGCGCGAGAAGGAGCGAAGGCGAGAGCGCAAGCGCAAGATC^^ 

1630 1650 1670 1630 1710 

GGACAGCCGC£AAGCCGAGAGTGCCGAGGCCCA(^ 

1730 1750 1770 1790 

GCCCGACCGCGAGCGCGAGGAGGAGGAGAACCGGTTGCGCGAGGA 

1810 1830 1850 1370 1390 

GGAGGTGGAGATCACCTTCAGC?>jrrGGGATGGCTCCGGCCAC^ 



Fig. 4 (B) 
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1910 1930 1950 1970 

GAAGCGGGCG^TGCAGGGGCTGCGCAG 

1990 2010 2030 2050 2070 

CCTGCCGCACTATCACACCl^CTACGAC^CAT 

2090 2110 2130 2iro 

TGTGCGGCTGCTGAGCGATGCCACGATGGAGAAAGATGACT 

2170 2190 2210 2230 22S0 

CATCTTCCCTGCG\GCCGCTCGC^C^ 

2270 2290 2310 2330 

ACCTTACTCCCTAACTATCGAAAAOTAAIJ^ 

2350 2370 2390 2410 2430 

GTTTTTAATGTTTCTGTTTGTG<XTCCTTTGTGTTCrc 

2450 2C70 2490 2510 

GGCOAGCAGACTGGGTTTGATTTTCTTGC^CAATC 

2530 2550 2570 2590 2610 

TATACAAGGAAGTTACACCCCTTCAGGCCAGCGT^ 

2630 265C 2570 2690 

TTTTGTGGGCCTGGTTGCTTTACTAAAGAATGC CTACGCGATCCAn*CTCf^3AAATt5TCAAAACCAGGGTAGAC CTGCATATGTCATTGGT 
2710 2720 2750 2770 2790 

TTCAG^TCAGTCGGTGrCTGAAAGCTGCTW^ 

2810 2830 2850 2870 

C\TGG<2AAGATrCTAAATCCCGCCCTTra 

2850 2910 2930 2950 2970 

TACAGTGCATCTCTTTCACGC»TTTTTTTM 
2990 

GCGCTGAGTACTTGCGCCAGCCCAAGAACATGAATTC 



Fig. 4 (B) Fortsetzung) 
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<110> Deutsches Krebsforschungszentrum 
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<151> 1998-12-10 
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<170> Patentln Ver . 2.1. 



<210> 1 
<211> 1618 
<212> DNA 
<213> Human 

<220> 
<221> CDS 

<222> (113) . . (1087) 



<400> 1 



agagcccggg gcgagtgggc ctctgctcgt gggtggttct cgtggaggtc agctcccgcg 60 

tgtctccgct cgacagggtg cttgggcaga gcccatcggg taggcgcggg cc atg 115 

Met 
1 

gcg cag tac aag ggc acc atg cgc gag gca ggc cgt gcc atg cac etc 163 
Ala Gin Tyr Lys Gly Thr Met Arg Glu Ala Gly Arg Ala Met His Leu 
5 10 15 

etc aag aag cgc gaa agg cag egg gag cag atg gag gtg ctg aag cag 211 
Leu Lys Lys Arg Glu Arg Gin Arg Glu Gin Met Glu Val Leu Lys Gin 
20 25 30 

cgc ate gcc gag gag acc ate etc aag teg cag gtg gac aag agg ttc 2 59 

Arg lie Ala Glu Glu Thr lie Leu Lys Ser Gin .Val Asp Lys Arg Phe 
35 40 45 

teg gcg. cat tac gac gcc gtg gag gcc gag ctg aag tec age acg gtg 3 07 

Ser Ala His Tyr Asp Ala Val Glu Ala Glu Leu Lys Ser Ser Thr Val 
50 55 60 65 

ggc ctg gtg acc ctg aac gac atg aag gcc egg cag gag gcc ctg gtc 355 
Gly Leu Val Thr Leu Asn Asp Met Lys Ala Arg Gin Glu Ala Leu Val 
70 75 80 

agg gag cgc gag egg cag ctg gcc aag cgc cag cac ctg gag gag cag 403 
Arg Glu Arg Glu Arg Gin Leu Ala Lys Arg Gin His Leu Glu Glu Gin 
85 90 95 



2 



egg ctg cag cag gag egg cag egg gag cag gag cag egg cgc gag cgc 451 
Arg Leu Gin Gin Glu Arg Gin Arg Glu Gin Glu Gin Arg Arg Glu Arg 
100 105 110 

aag cgt aag ate tec tgc ctg tec ttt gca eta gac gac etc gat gac 499 
Lys Arg Lys lie Ser Cys Leu Ser Phe Ala Leu Asp Asp Leu Asp Asp 
115 120 125 

cag gee gac gcg gec gag gec agg cgc gec gga aac ctg ggc aag aac 547 
Gin Ala Asp Ala Ala Glu Ala Arg Arg Ala Gly Asn Leu Gly Lys Asn 
130 135 140 145 

ccc gac gtg gac acc age ttc ctg cca gac cgc gac cgc gag gag gag 595 
Pro Asp Val Asp Thr Ser Phe Leu Pro Asp Arg Asp Arg Glu Glu Glu - 
150 155 160 

gag aac egg etc cga gag gag ctg cgc caa gag tgg gag gcg cag cgc 643 
Glu Asn Arg Leu Arg'GluGlu Leu Arg Glh Glu Trp Glu Ala Gin Arg 
165 170 175 

gag aaa gtg aag gac gag gag atg gag gtc acc ttc age tac tgg gac 691 
Glu Lys Val Lys Asp Glu Glu Met Glu Val Thr Phe Ser Tyr Trp Asp 
180 185 190 

ggc teg ggc cac egg cgc acg gtg egg gtg cgc aag ggc aac acg gtg 739 
Gly Ser Gly His Arg Arg Thr Val Arg Val Arg Lys Gly Asn Thr Val 
195 200 205 

cag cag ttc ctg aag aag gcg ctg cag ggg ctg cgc aag gac ttc ctg 7 87 

Gin Gin Phe Leu Lys Lys Ala Leu Gin Gly Leu Arg Lys Asp Phe Leu 
210 215 220 225 

gag ctg cgc tec gec ggc gtg gag cag ctq atg ttc ate aag gag gac 835 
Glu Leu Arg Ser Ala Gly Val Glu Gin Leu Met Phe lie Lys Glu Asp 
230 235 240 

etc ate ctg ccg cac tac cac acc ttc tac gac ttc ate ate ,,gcc agg 883 
Leu lie Leu Pro His Tyr His Thr Phe Tyr Asp Phe He He Ala Arg 
245 250 • 255 

gcg agg ggc aag age ggg ccg etc ttc age ttc gat .gtg cac gat gac 931 
Ala Arg Gly Lys Ser Gly Pro Leu Phe Ser Phe Asp Val His Asp Asp 
260 265 270 

gtg cgc ctg etc age gac gec- acc atg gag aag gac gag teg cac gcg 979 
Val Arg Leu Leu Ser Asp Ala Thr Met Glu Lys Asp Glu Ser His Ala 
275 280 285 

ggc aag gtg gtg ctg cgc age tgg tac gag aag aac aag cac ate ttc 1027 
Gly Lys Val Val Leu Arg Ser Trp Tyr Glu Lys Asn Lys His He Phe 
290 295 300, 305 

ccc gec age cgc tgg gag gee tat gac ccc gag aag aag tgg gac aag 107 5 

Pro Ala Ser Arg Trp Glu Ala Tyr Asp Pro Glu Lys Lys Trp Asp Lys 
310 315 320 

tac acc ate cgc taacacccgc ctgccagagc ggaaaccggg ggtgggggga 1127 
Tyr Thr He Arg 
325 

gacactcatt tctaggcccc atcaccagtc acttgatttc gtgaccttga tttcttcccc 1187 

caaatttaat aaagacagag ggttctcatg attcacattg gttgtgctat tgctgatgtt 1247 

atgctttggt tgcttggttg gtcttttctg agtattttag tgttgccacc tggatttget 1307 

geattgetet gctgagctgt attgaaacca tgactgggcc cactgtcaga cagaaattag 1367 



3 



aataggaggc 


acatttttta 


cctggtggtt 


atgagcatgg 


acttgggggc 


cacagtgact 


1427 


gagtttgatt 


cccgacacag 


cctcctcctt 


gctgtgtagt 


tttgggtaag 


cttattaaac 


1487 


ccccatgcct 


cagtttggtc 


acctgtaaaa 


ggaaataaca 


agagcactta 


ctttataaga 


1547 


ttgatgtgag 


tattaagtga 


attaatattt 


gtaaaacgct 


tagctcttaa 


taaatgtttc 


1607 


tgttgttatt 


a 










1618 



<210> 2 
<211> 325 
<212> PRT 
<213> Human 

<400> 2 



Met Ala Gin Tyr Lys Gly Thr Met Arg Glu Ala Gly Arg Ala Met His 
15 10 15 

Leu Leu Lys Lys Arg Glu Arg Gin Arg Glu Gin Met Glu Val Leu . Lys 
20 25 30 

Gin Arg lie Ala Glu Glu Thr lie Leu Lys Ser Gin Val Asp Lys Arg 
35 40 45 

Phe Ser Ala His Tyr Asp Ala Val Glu Ala Glu Leu Lys Ser Ser Thr 
50 55 60 

Val Gly Leu Val Thr Leu Asn Asp Met Lys, Ala Arg Gin Glu Ala Leu 
65 70 , ' 75 80 

Val Arg Glu Arg Glu Arg Gin Leu Ala Lys Arg Gin His Leu Glu Glu 
85 90 95 

Gin Arg Leu Gin Gin Glu Arg Gin Arg Glu Gin Glu Gin Arg Arg Glu 
100 105 110 

Arg Lys Arg Lys lie Ser Cys Leu Ser Phe Ala Leu Asp Asp Leu Asp 
115 120 125 

Asp Gin Ala Asp Ala Ala Glu* Ala Arg Arg Ala Gly Asn Leu Gly Lys 
130 135 140 

Asn Pro Asp Val Asp Thr Ser Phe Leu Pro Asp Arg Asp Arg Glu Glu 
145 150 155 160 

Glu Glu Asn Arg Leu Arg Glu Glu Leu Arg Gin. Glu Trp Glu Ala Gin 
165 170 175 

Arg Glu Lys Val Lys Asp Glu Glu Met Glu Val Thr Phe Ser Tyr Trp 
180 185 190 

Asp Gly Ser Gly His Arg Arg Thr Val Arg Val Arg Lys Gly Asn Thr 
195 200 205 

Val Gin Gin Phe Leu Lys Lys Ala Leu Gin Gly Leu Arg Lys Asp Phe 
210 215 220 

Leu Glu Leu Arg Ser Ala Gly Val Glu Gin Leu Met Phe lie Lys Glu 
225 230 235 240 

Asp Leu lie Leu Pro His Tyr His Thr Phe Tyr Asp Phe lie lie Ala 
245 250 255 



4 



Arg Ala Arg Gly Lys Ser Gly Pro Leu Phe Ser Phe Asp Val His Asp 
260 265 270 

Asp Val Arg Leu Leu Ser Asp Ala Thr Met Glu Lys Asp Glu Ser His 
275 280 285 

Ala Gly Lys Val Val Leu Arg Ser Trp Tyr Glu Lys Asn Lys His He 
290 295 300 

Phe Pro Ala Ser Arg Trp Glu Ala Tyr Asp Pro Glu Lys Lys Trp Asp 
305 310 315 320 

Lys Tyr Thr He Arg 
325 

<210> 3 

<211> 2R75- ' 
<212> DNA 
<213> Human 

<400> 3 

gaaacggtca cgaaacatga actggtctgc cctgctcttg gagagttaca gtggaaactg 60 

gcatgttaga ggctcacagt aaagacactg ctacacttta actcagtgtc ccatggttat 120 

tagagcttag aacccggggg aaactgctgt atagaagagg tcaaacaagc tgagtgcagg 18 0 

ttttgtcacg aaactggggg gcgagtaggg ttctattatc aaagaatggt tgtgttgggg 24 0 

ccataagaaa gaattacagg cagtggtgcg caggt^atgt tcacgagacg ccacagcggg 30 0 

gtagcatcag aggcgggagg aggagggttg gagagcaggg ccgtgttgca aggctctctg 3 60 

ggtggccaca gcagcttgcg ctgcgcccac attgcttctg cgtgtttaca gctgggcacg 420 

agaaggctca gcacgcacgc acagcaggtg ggggcccgcc ctgcccacag cgtgaaaaca 480 

ggagccccgg ccagccacgg ctgggcaggg ccagaagcgc ctcctccagg atcctccccg 54 0 

cgctggcccg ccccacagga gcaccgcccc taccaggagc ccggagctct tcccagggcc 600 

cgcctccccg ccagggggcg atccacctcc acttcctgtt tccgcagccg ccctaccagg 660 

agcctggcac tctcctcagg gcccgcctcc ccgccagggg gcgcaccgcc tccacttcct 72 0 

gtgtccacgg ctgtcgcgag agcccggggc gagtgggcct ctgctcgtgg gtggttctcg 780 

tggaggtcag ctcccgcgtg tctccgctcg acagggtgct . tgggcaggta agggtccgct 840 

cagtagccca accctctctg tatgcagctc cccaaattca gcgctgcgct caggcatggc 900 

agccacccgt tacgtggggc cgttcgcatt tgcatttatt gaggtcaaat aaaatgctgg 960 

aaattggtgc ctggtgacac tgtcaggttg gtggttaccc tagcaggtcg gcccagcccc 1020 

tgaacgcttc catcactgcc gaaagccctg tgaggaggcg cagagctgag cattccccgc 1080 

cgttgcgtgg gcccccctct acctgccgcg tttttcctct ttgctgcaga gcccatcggg 1140 

taggcgcggg ccatggcgca gtacaagggc accatgcgcg aggcaggccg tgccatgcac 12 00 

ctcctcaaga agcgcgaaag gcagcgggag cagatggagg tgctgaagca gcgcatcgcc 12 60 

gaggagacca tcctcaagtc gcaggtggac aagaggttct cggcgcatta cgacgccgtg 1320 



5 



gaggccgagc 


tgaagtccag 


cacggtgggc 


ctggtgaccc 


tgaacgacat 


gaaggcccgg 


1380 


caggaggccc 


tggtcaggga 


gcgcgagcgg 


cagctggcca 


agcgccagca 


cctggaggag 


1440 


cagcggctgc 


s 

agcaggagcg 


gcagcgggag 


caggagcagc 


ggcgcgagcg 


caagcgtaag 


1500 


atctcctgcc 


tgtcctttgc 


actagacgac 


ctc'gatgacc 


aggccgacgc 


ggccgaggcc 


1560 


aggcgcgccg 


gaaacctggg 


caagaacccc 


gacgtggaca 


ccagcttcct 


gccagaccgc 


1620 


gaccgcgagg 


aggaggagaa 


ccggctccga 


gaggagctgc 


gccaagagtg 


ggaggcgcag 


1680 


cgcgagaaag 


tgaaggacga 


ggagatggag 


gtcaccttca 


gctactggga 


cggctcgggc 


1740 


caccggcgca 


cggtgcgggt 


gcgcaagggc 


aacacggtgc 


agcagttcct 


gaagaaggcg 


1800 


ctgcaggggc 


tgcgcaagga cttcctggag ctgcgctccg ccggcgtgga 


gcagctcatg 


1860 


ttcatcaagg 


aggacctcat 


cctgccgcac 


taccacacct 


tctacgactt 


catcatcgcc 


1920 


agggcgaggg 


gcaagagcgg 


gccgctcttc 


agcttcgatg 


tgcacgatga 


cgtgcgcctg 


1980 


ctcagcgacg 


ccaccatgga 


gaaggacgag 


tcgcacgcgg 


gcaaggtggt 


gctgcgcagc 


2040 


tggtacgaga 


agaacaagca 


catcttcccc 


gccagccgct 


gggaggccta 


tgaccccgag 


2100 


aagaagtggg 


acaagtacac 


catccgctaa 


cacccgcctg 


ccagagcgga 


aaccgggggt 


2160 


ggggggagac 


actcatttct 


aggccccatc 


accagtcact 


tgatttcgtg 


accttgattt 


2220 


cttcccccaa 


atttaataaa 


gacagagggt 


tctcatgatt 


cacattggtt 


gtgctattgc 


2280 


tgatgttatg 


ctttggttgc 


ttggttggtc 


ttttctgagt 


attttagtgt 


tgccacctgg 


2340 


atttgctgca 


ttgctctgct 


gagctgtatt gaaaccatga ctgggcccac 


tgtcagacag 


2400 


aaattagaat 


aggaggcaca 


ttttttacct 


ggtggttatg 


agcatggact 


txjggggccac 


2460 


agtgactgag 


tttgattccc 


gacacagcct 


cctccttgct 


gtgtagtttt 


gggtaagctt 


2520 


attaaacccc 


catgcctcag 


tttggtcacc 


tgtaaaagga 


aataacaaga 


gcacttactt 


2580 


tataagattg 


atgtgagtat 


taagtgaatt 


aatatttgta 


aaacgcttag 


ctcttaataa 


2640 


atgtttctgt 


tgttattatt 


atggttttgg 


ttaatttatt 


taaaggactg 


caatgaccta 


2700 


gttcagaact 


atttgagggc 


aaaggtggac 


ctgcccatca 


ctggtcccag 


gatcagcagt 


2760 


tgccagcagg 


agggggctag 


caaaggttgg 


ggagcagccc 


ccctctagtg 


ggctttagct 


2820 


gggttgttta 


gcccagaagt 


taggaggaca 


gtgagctaat . 


gcaagtagcc 


tgcag 


2875 



<210> 4 
<211> 1217 
<212> DNA 
<213> Maus 

<220> 
<221> cDS 

<222> (137) . . (1138) 
<400> 4 



attcgcaaaa gcaccagaag gaagagtctt ggctcataca tcaaaagctg cagaatctgt 



60 



6 



gaactgacat cagacccaga aggctaccag aaacagggac tgggcaggcc aaaaagcctt 120 

gcgctgaact gcaggc atg gcg cag tac aaa- ggc acc atg egg gaa get 169 
Met Ala Gin Tyr Lys Gly Thr Met Arg Glu Ala 
15 10 

ggc egg gec atg cac ctg ate aag aag cgt gag aag cag aag gag cag 217 
Gly Arg Ala Me,t His Leu He Lys Lys Arg Glu Lys Gin Lys Glu Gin 
15 20 25 

atg gag gtg ctg aag cag cgc ate gca gag gag acc ate atg aag tea 2 65 

Met Glu Val Leu Lys Gin Arg He Ala Glu Glu Thr He Met Lys Ser 
30 35 40 

aaa gtg gac aag aag ttc teg gca cac tac gac gee gtg gag gec gag 313 
Lys Val Asp Lys Lys Phe Ser Ala His Tyr Asp Ala Val Glu Ala Glu 
45 50 ^ 55 

ctg aag tec agt acg gtg ggc ctg gtg acc ctg aat gac atg aag gec 361 
Leu Lys Ser Ser Thr Val Gly Leu Val Thr Leu Asn Asp Met Lys Ala 
60 65 70 75 

aag cag gag gee ctg ctg agg gag egg gag atg cag ctg gee aag agg 409 
Lys Gin Glu Ala Leu Leu Arg Glu Arg Glu Met Gin Leu Ala Lys Arg 
80 85 90 

gag cag ctg gag caa cgc egg ata cag ctg gag atg ctg cgc gag aag 4 57 

Glu Gin Leu Glu Gin Arg Arg He Gin Leu Glu Met Leu Arg Glu Lys 
95 100 105 

gag cga agg cga gag cgc aag cgc aag ate tec aac ctg tct ttc acg 505 
Glu Arg Arg Arg Glu Arg Lys Arg Lys He Ser Asn Leu Ser Phe Thr 
110 . 115 . , 120 

i 

ttg gac gag gaa gaa ggt gac caa gag gac age cgc caa gec gag agt 553 
Leu Asp Glu Glu Glu Gly Asp Gin Glu Asp Ser Arg Gin Ala Glu Ser 
* 125 130 135 

gee gag gec cac agt get gga gee aag aag aac ttg ggc aag aat ccc 601 
Ala Glu Ala His Ser Ala Gly Ala Lys Lys Asn Leu Gly Lys Asn Pro 
140 • ■ 145 150 155 

gat gtg gac acg age ttc ctg ccc gac cgc gag cgc gag gag gag gag 64 9 

Asp Val Asp Thr Ser Phe Leu Pro Asp Arg Glu Arg Glu Glu Glu Glu 
160 • 165 170 

aac egg ttg cgc gag gaa ctg egg cag gag tgg gag gcg aag cgc gag 697 
Asn Arg Leu Arg Glu Glu Leu Arg Gin Glu Trp Glu Ala Lys Arg Glu 
175 180 185 

aag gtg aag ggc gag gag gtg gag ate acc ttc. age tac tgg gat ggc 745 
Lys Val Lys Gly Glu Glu Val Glu He Thr Phe Ser Tyr Trp Asp Gly 
190 195 200 

tec ggc cac egg cgc acg gtg cgc atg age aag ggc age acg gtg cag 793 
Ser Gly His Arg Arg Thr Val Arg Met Ser Lys Gly Ser Thr Val Gin 
205 210 215 

cag ttc ctg aag egg gcg ctg cag ggg ctg cgc agg gac ttc egg gag 841 
Gin Phe Leu Lys Arg Ala Leu Gin Gly Leu Arg Arg Asp Phe Arg Glu 
220 225 230 235 

ctg egg gca gcg ggc gtg gag cag etc atg tac gtc aag gag gat etc 889 
Leu Arg Ala Ala Gly Val Glu Gin Leu Met Tyr Val Lys Glu Asp Leu 
240 245 250 



7 



ate ctg ccg cac tat cac acc ttc tac gac ttc ate gtg gec aaa gec 93 7 

lie Leu Pro His Tyr His Thr Phe Tyr Asp Phe lie Val Ala Lys Ala 
255 260 ■ 265 

egg ggc aag age ggc ccg etc ttc age ttc gac gtg cac gac gat gtg 985 
Arg Gly Lys Ser Gly Pro Leu Phe Ser Phe Asp Val His Asp Asp Val 
270 275 280 

egg ctg ctg age gat gec acg atg gag aaa gat gag tea cac gcg ggc 1033 
Arg Leu Leu Ser Asp Ala Thr Met Glu Lys Asp Glu Ser His Ala Gly 
285 290 295 

aag gtg gtg ctt cgc age tgg tac gag aag aac aag cac ate ttc cct 1081 
Lys Val Val Leu Arg Ser Trp Tyr Glu Lys Asn Lys His lie Phe Pro _.. 
300 305 310 315 

gec age cgc tgg gag ccc tac gac ccc gag aag aag tgg gac agg tac 1129 
Ala Ser Arg Trp Glu'Pro Tyr Asp Pro Glu Lys Lys Trp Asp Arg Tyr 
320 325 330 

acc ate egg tgatgccaag tcccagtttg gggaccttac tccctaacta 1178 
Thr lie Arg 

tcgaaaatta ataaatacag agggtccccg taaatcgga 1217 



<210> 5 
<211> 334 
<212> PRT 
<213> Maus 

<400> 5 



Met Ala Gin Tyr Lys Gly Thr Met Arg Glu Ala Gly Arg Ala JXIet His 
15 10 15 

Leu lie Lys Lys Arg Glu Lys Gin Lys Glu Gin Met Glu Val Leu Lys 
20 • • 25 .30 

Gin Arg lie Ala Glu Glu Thr lie Met Lys Ser Lys Val Asp Lys Lys 
35 40 45 

Phe Ser Ala His Tyr Asp Ala Val Glu Ala Glu Leu Lys Ser Ser Thr 
50 55 60 

Val Gly Leu Val Thr Leu Asn Asp Met Lys Ala Lys Gin Glu Ala Leu 
65 70 75 80 

Leu Arg Glu Arg Glu Met Gin Leu Ala Lys Arg Glu Gin Leu Glu Gin 
85 90 95 

Arg Arg lie Gin Leu Glu Met Leu Arg Glu Lys Glu Arg Arg Arg Glu 
100 105 110 

Arg Lys Arg Lys lie Ser Asn Leu Ser Phe Thr Leu Asp Glu Glu Glu 
115 120 125 

Gly Asp Gin Glu Asp Ser Arg Gin Ala Glu Ser Ala Glu Ala His Ser 
130 135 140 

Ala Gly Ala Lys Lys Asn Leu Gly Lys Asn Pro Asp Val Asp Thr Ser 
145 150 155 160 



8 



Phe Leu Pro Asp Arg Glu Arg Glu Glu Glu Glu Asn Arg Leu Arg Glu 
165 170 175 

Glu Leu Arg Gin Glu Trp Glu Ala Lys Arg Glu Lys Val Lys Gly Glu 
180 ' 185 190 

Glu Val Glu He Thr Phe Ser Tyr Trp Asp Gly Ser Gly His Arg Arg 
195 200 205 

Thr Val Arg Met Ser Lys Gly Ser Thr Val Gin Gin Phe Leu Lys Arg 
210 215 220 

Ala Leu Gin Gly Leu Arg Arg Asp Phe Arg Glu Leu Arg Ala Ala Gly 
225 230 235 240 

Val Glu Gin Leu Met Tyr Val Lys Glu Asp Leu He Leu Pro His Tyr 
245 250 255 

His Thr Phe Tyr Asp Phe lie Val Ala Lys Ala Arg Gly Lys Ser Gly 
260 265 270 

Pro Leu Phe Ser Phe Asp Val His Asp Asp Val Arg Leu Leu Ser Asp 
275 280 285 

Ala Thr Met Glu Lys Asp Glu Ser His Ala Gly Lys Val Val Leu Arg 
290 295 300 

Ser Trp Tyr Glu Lys Asn Lys His He Phe Pro Ala Ser Arg Trp Glu 
305 310 315 320 

Pro Tyr Asp Pro Glu Lys Lys Trp Asp Arg Tyr Thr He Arg 
325 330 



r 

<210> 6 
<211> 1232 
<212> DNA 
<213> Maus 



<400> 6 



ctaaaacctg 


aaagttattc 


tgatcaacca 


tactatacca 


catgcaaaat 


ggagtcagag 


60 


ctttctgtct 


cctctgtagc 


taagatcact 


aatgagttat 


tgtatgaaaa 


ggcaataaaa 


120 


tcatgctgtc 


tggagagtgc 


caatactttc 


agactagtgt 


atcacgtaaa 


ctctttagta 


180 


acaacctaca 


cacaaaaatt 


taatctgtaa 


taatcaaagg 


.cccaagtgag 


caacgacagt 


240 


ccaggaaaac 


ttcatgggag 


gattgcattt 


cagttgtcag 


gagatcagac 


gctggcagca 


300 


ggactgcatc 


catcagtcag 


tccaagtcgg 


cagttataca 


tgaccaccac 


ctgattggcc 


360 


caatctctgt 


cctgattggt 


tagagcctgc 


cctagcagtt 


ggccaatgtt 


ttgcatattt 


420 


tctgtgtcag 


ttagaacaaa 


caatattcgc 


aaaagcacca 


gaaggaagag 


tcttggctca 


480 


tacatcaaaa 


ggtgagggga 


ctggcttgaa 


tccagctggg 


gcagatgtgg 


gaggtacagc 


540 


tctttaaact 


cgagtaaaac 


caattgtgaa 


gggagttgaa 


tgttagagga 


aaggaatttg 


600 


tccattatcc 


tgcaagcagg 


ggagactaat 


gagccctatc 


ggtgacataa 


tatcaacatt 


660 


tttattgtaa 


tttaggaatc 


acaaactagc 


aggaaggagg 


aagatgcctt 


aaagggctat 


720 
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gacatatgca ctaggaaaat agaaattggg gcttgttctc tctattggtt gcttttcact 



780 



gctgtgtcaa aagcaaccta aggaggagga aagggtttat tttgattgac tgtttgactc 



840 



acatttaatc ctgacagcaa gttggcagaa gcacggagtc atgttgtttc tgtagtcaga 



900 



aagccgagca agataaggac tgcgttcatc tgcbtttccc tatttctcct ttctactagg 



960 



tctgagactc acgcccatgg gcatggtaag gccatgttca agatggtttg tctttcctca 



1020 



gttaaatctt tctgaaaata ctcccaccag acaacatgcc aagagctgtg tatcctaagg 



1080 



ttccaaatcc tgttagttga caagattaac cattacatga gtctcacctc cttaactcag 



1140 



gtctgatact gttagcttat agtactgaaa gcatactgaa ggcttcttgt ctctgctaga 



1200 



ttgctctgaa ctcctctttt ctgccactgc ag 



1232 



<210> 7 
<211> 3007 
<21.2> DNA 
<213> Maus 

<400> 7 

gaattcaaac aagccaggga gcagcatgag ctttaaagca gcttgcgata tcaaagaaaa 60 

gaaagatgct acggaaatgg cgaggaaaca tttagacctt tggaatgaca tggaatgtca 12 0 

gagcaaagca ctgtttggga gctatgcggt gaaatg'gtgt cctcagggga aacaagaggg 180 

tttgggggac cagtttggag tttggaaaga gtttgataag aggatgccag ctgttcatgg 240 

gaatgagagt ccaccgagta aagaaggagc tacagaaggg ttgggaggca ctcgtagaga 3 00 

gcggtcaatt caagttgagt ccagttaaat taagagatct ctcttttccc ttgactgaag 3 60 

cacagagaaa acactttgta cttggcccat ctctgttgca tgcagttccc ctgatgtctt 42 0 

gtttctcacg gcaagggagg gagagctcag agttcttttg tgtactttag cactgacaca 48 0 

aagtgagttc cactaaaact ccatgcaaaa atcgttccta agacttgtgc taggatgaaa 540 

gctccttggg atctgccaag accataacat taacgggagc ttaacctagc atcatcaccc 600 

tccaggtgca cgtaggggaa gctttcaagg actctttttc tttccttgct tctgtcctgc 660 

aggagtgggg tccaacaagg gcaggtacta tcctaaaagg ccaacccccc tcatcaggag 72 0 

acacggttt't ccacttgacc ccagcttcac tgtggctagt tctcaggaac ccaggcccag 780 

gctctctcat tgctctgctc ttgcatggct gtgcatgagc agacacgggc agcatgtggt 840 

ttgctctgca gaccaacctc tacatgcaaa cccctcaaaa cctactgtac taactcagta 900 

gtcacatgag gctatctcag tttgaagtaa aattgctccg ttggtgacag tagttgcatt 960 

tcaagtactg aggggccttc tgtgatcagt agttaccaca tcgggtcacc ctggagacag 1020 

actcatcaga gaggaagctc cattgtaggg ctctggtgta gaccattaat gacgcagctg 1080 

tactggtttg attctcgagc gttttgttta gttgttgttt gtttgtttgt tcctagctgc 1140 



10 



agaatctgtg 


aactgacatc 


agacccagaa 


ggctaccaga 


aacagggact 


gggcaggeca 


1200 


aaaagccttg 


cgctgaactg 


caggcatggc 


gcagtacaaa 


ggcaccatgc 


gggaagctgg 


1260 


cccrcrcrccata 


cacctgatca 


agaagcgtga 


gaagcagaag 


aacrcaciatcra 


acrcrtcrctgaa 


1320 


err* a ac cr c a t e 

y w w y w y w d w 




ccatcatcraa 


crtciaaaacrtcr 


gacaagaagti 


tctcggcaca 


1380 


w L» Qv y ci ^ y v» w 


crt crcracr crc cor 


acre tcraacrtc 


cacrtaccrcr tcr 


ggee tggtga 


ccc tgaatga 


1440 


ra t craaarcrcc 

Ck \~ W Cl >-7 y l_ 


aaacaaaaaa 


ccctgc tgag 


crcf a ct c cr crcr a cr 


atgeage tgg 


ccaaeraercrcra 


1500 


aca.ac t crcracr 

y *«HyV. l,yy ay 


caaccrcccrcra 


tacacc tier era 


cratactaccrc 


aaaaaaoraac 


era aa accracra 


1560 


orccrcaacrccrc 

y w y w y »y » 


aaoatctcca 


acc tgtc t t t 


cacgttggac 


oacreraacraacr 


gtgaccaaga 


1620 




caaaccaaaa 


crtereccracrcrc 

y *~y y "y y ^ 


ccacacrtcrci t 


crcr acre caacra 


agaac ttggg 


1680 


l_ Cl CLy CLGL U wl~w 


r/a tr/tercraca 
y ci i- y tyyaua 


caa ac t 1" C c t 




oa crc crc era crcr 

\*f W& y >V \J V_r \£ ^ 


aggaggagaa 


1740 


ccy y u cycyc 


y cl y y cl a. c t. y C 


yy L.ctyyciy uy 


y y ciyy uy aciy 


^y^yciycLciyy 


uyciciyy yuy a 


1800 


gg a .gg c yy a g 


:s +~ .3 /"■» t~ i~ a 


yo.taLuyyya 


uyy i- n,L.yyL 


lw Cl LLy y v_ y « — o. 




I860 


y ciy Laayyyu 


ay Lauyy uyt 


ay \— ay l» l>ww w 


yaayuyyy \^y 


t cr c a o crcr cr c 


t cr c cr c a crcrcr a 


1920 


w V- uv—^yyyay 


*— ^y-yyy- a.y 


*-yyy*-y L yy fl 




hacort* na a crcr 


acr crate teat 


1980 


cctgccgcac 


tatcacacct 


tctacgactt 


catcgtggcc 


a a acr c c c cr cr cr 


geaagagegg 


2040 


cccgctcttc 


agcttcgacg 


tgeacgaega 


tgtgcggctg 


ct* craoncra tcr 

w w y c*- y w y y 


c c a c era t cr era 


2100 


gaaagatgag tcacacgcgg gcaaggtggt gcttcgcagc 


tcrcrt accracra 


agaacaagca 


2160 


catcttccct 


gccagccgct 


gggageccta 


cgaccccgag 


a a era a cr t ctctq 

u.u y v y y y 


acaggtacac 


2220 


catccggtga 


tgccaagtcc 


cagtttgggg 


accttactcc 


ctaac tatccr 


aaaattadta 


2280 


aatacagagg 


gtccccgtaa 


atcggatgtg 


ttggt'tctgt 


acctyycytt- 


aLUuuLLyy l- 


2 340 


gtttttaatg 


tttctgtttg 


tggctccttt 


gtgttctgtg 


u y ci a.a cl y y y ci 


p a f rri- t- t* t~ t- rr 
Cauy t LLLLy 


o Ann 


actaagtggg 


ttgtgcacat 


tagcttggtg 


ggecagcaga 


Luyyy Luuya 


1 1 1- r> h t rrr 1 1 


24 60 


caatgtctta 


cttgtgttgt 


gagcaaaatc 


attgeggtea 


at fcorac tec t 


t tt ccc c acc 


2520 


tatacaagga 


agttacaccc 


cttcaggcca 


gcgtgaggag 


tgagttaata 


t ttgtaaaca 


2580 


cttggaactc 


actcagtaaa 


tgcctgctgt 


ttttgtgggc 


ctggttgctt 


tactaaagaa 


2640 


tgcctacgcg 


atccatctct 


gaaatgtcaa 


aaccagggta . 


gaectgeata 


tgtcattggt 


2700 


ttcagggtca 


gtcggtgcct 


gaaagctggt 


gtacagctta 


taagatcgga 


aacQCttatt 


2760 


tttcttatct 


tcacccaaag 


ctcacatcta 


catggcaaga 


ttctaaatcc 


cgccc 1 1 1 aa 


2820 


gtttgtatat 


gttattcatt 


gttgagtgtt 


ttgttaattt 


f- /-•=»/-» +- fnaaa 




2880 


tacagtgcat 


ctctttcacg 


gattttttta 


agttacccct 


tttatgttaa 


agaccaagac 


2940 


ttatactttg 


gatctcttgc 


tctgtttctg 


gcgctgagta 


cttgcgccag 


cccaagaaca 


3000 


tgaattc 
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Der Antrag isi bei der zitstandigen mit der inte, 
vom Anmeider gewahlten Behdrde einziireichen\ 



iplen vorldufigen Priifung beaufiragten Behdrde oder, wei 
nmelderkann den Namen oder den Zweibuchstaben-Cod\ 



i odermehr Behdrden lustdndig sind, bei der 
^ehdrde auf der nachstehenden Zeile angeben. 



EPEA/_ 



PCT 



KAPITEL H 



ANTRAG AUF INTERNATIONALE VORLAUFIGE PRUFUNG 

nach Anikel 3 1 des Vertrags Ciber die Internationale Zusamrnenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens: 
Der (die) Unterzeichnete(n) beantragt (beantragen), daB fur die nachstehend bezeichnete internationale Anmeldung 
die internationale vorlaufige Priifung nach dem Vertrag iiber die internationale Zusammenarbeit auf dem 

Gebiet des Patentwesens durchaeruhrt wird. 



Von der mit der internationaien vorlaufioen Priifuna beaurtrasten Behdrde auszurullen 



Bezeichnune der fPEA 



Einsanssdatum des ANTRA GS 



Feld Nr. I KENNZEICHNUNG DER INTERNATIONALEN ANMELDUNG 


Aktenzeichen des Anmeicters oder Anwalts 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE99/03972 


Internationales Anmeldedatum (Taq/Monai/Jahn 

8. Dez. 1999 


(Fruhester) Priori tats tag (Ta&Monai/Jahn 

10. Dez. 1998 


Bezeichnung der Ertlndung 

Spermatogenese-Protein 


Feid Nr. II ANMELDER . 


Name und Anschrift: > Famiiienname. Vorname: bei juristischen Penonenvoilstandi%e amiUcht? Bezeichnung. 

Bei der Anschnh sind die Posiieitzahl und der Name des Stoats anzuqeben. j 

Deutsches Krebsforschungszentrum 
Stiftung des offentlichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 
69120 Heidelberg 


Telerbnnr.: 


Telefax nr.: 


Fernschreibnr.: 


Staatsangehbrigkeit (Staat}: Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE DE 



Name u nd Ansc hxif t : ( Famuiennamc. Vomame: bei junsnschen Personen voibtdndi$e amiiichc Bezeichnung Bei der Anschrift sind die Posdeitzahi una der Name des Staais anzugeben. ) 



SEDLACEK, Zdenek 

Burgstr. 52 
69121 Heidelberg 



Staatsangehorigkeit (Staat): 

02 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 



Name und Anschrift: (Familienname. Vomame: bei juristischen Personen vollstdndi$e amtliche Bezeichnung Bei der Anschrift sind die Posdeitzahi und der Name des Staais anzu^eben. ) 



POUSTKA, Annemarie 
Werderstr. 36 
60120 Heidelberg 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



AT 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



[ j Weitere Anmeider sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blart Nr. .2. 



Internationales AJaenzeichen 



Feld Nr. HI AN WALT ODER GEMEINSAiMER VERTRETER; ZUSTELLANS (THRIFT 


Die fblgende Parson ist [ y_| An wait f j gemeinsamer Vertreter 

und 1 ] 1st vorn (von den) Anme!der(n) bereics friiher besiellt worden und vertritt ihn (sie) auch iiirdie Internationale vor]aufl°e 
Pnifung. 

| 1 wird hiermit besteilt: eine erwaige rriihere Besteilung eines AnwaJts/gemeinsamen Venrecers wird hiermit widerruten. 

| 1 wird hiermit zusatziich zu dem bereits friiher besteilten Anwalt/gemeinsamen Vertreter. nut fur das V'errahren vor der 
' ' mit der internationalen vorlaungen Priifung beaunragten Behorde bestelk. 


Name und Anschri ft : ifamuienjiame, Vorname: heiiurisnschen Penonen vo'tlsidndi°e amtlkhe Bezstchmm q. 

3ei der Anschrin stnd die Postteitzahl una der Name del Stoats unzn^ehen. I 

Dr. Andrea' SchOBler HUBER & SCHUSSLER 

Patentanwalte • Patent Attorneys 
Thrderinger Strafle 246 • 87823 Miincheit ! 
Te]. 089/42 72 47 48 • ftx 089/42 72 47 49 1 


Tciet'onnr.: 


Te.'eraAnr.: 
Fsmschrcibnr.: 



- | j Dieses Kascchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwak oder gemeinsamer Vertrecer besteilt is; und statt dessen im obi gen 



Fsid eine SDezieile Zustellanschrift anseaeben wird. 



Fdd Nr. IV ERKLARUNG BETREFFEND ANDERUNGEN 



die Internationale voriaurige Priifung auf der Grundlage der internationalen Anmeidung in der urspriingiich 
einsereichten Fussuns aufnimmt. 



Der Anmeider wiinschr, dai3 die nut der internationalen voriauftgen Pruning beaunragte Behorde" 

ii) | ) die Anderungen nach Artikei 34 

[ | der Beschreibung (Anderungen liegen bei) 

j | der Anspriiche (Anderungen liegen beO 

| ) der Zeichnungen (Anderungen fiegen bei) 
berucksichtigt. 

iiij □ 

iv) j j die Anderungen der Anspriiche nach Artikel 19 nicht beriicksichcigL sondem als uberholt ansiehc. 

v ^ I [ den Beginn der internationalen vorlautigen Priifung bis zum Ablaut* von 20 Monaten ab dem Prioricatsdatum 

' 1 aufschiebc. sofem die Behorde nicht eine Kopie nach Artikel 19 vorgenommener .Anderungen oder eine Erkiarung des 

Anmelders erhalL da£ er keine solchen .Anderungen vornehmen will (Regel 69.1 d)). (Dieses Kdsrchen darf nur 
angekreuz: werden. wenn die Frist nach Artikel 19 noch nicht abgelaufen isr.) 



die beim Intemationalen Biiro einsereichcen Anderunsen der Anspriiche nach Artikel 19 beaicksichtiat (Kopie liegt 
bei). 



Wenu Jcein Kastchen angekrenzt wird. wird mit der internationalen vorlautigen Priifung auf der Grundlage der internationalen 
Anmeidung in der urspriingiich emgereichxen Fassung begonnen; wean eine fCopte der Anderungen der Anspriiche nach 
Artikel. 1 9" und/oder .Anderungen der intemationalen Anmeldung nach Arrikei 34 bei der mic der imernauonaJen vorlaungen. 
Priifung beaufcragten Behorde eiflgeht. be vor diese mic der Erstellung eines schriftlichen Bescheids oder des internationalen 
vorlautigen Priifungsberichis begonnen hau wird jedoch die geandene Fassung vervendet. 



FeJd Nr. V BENENNUNG VON STAATEN ALS AUSGEWAflLTE STAATEN 



Der Anmeider benennt als ausgewiihlte Staaten alle auswiihlbaren Staaten (das heiQt, alle Stouten, die hesrimmt warden 
und durch Kapitel II des PCT $ebunden sind) ausgenommen 



(Mochte der Anmeider besrimmie Staaien nicht auswahlen. sind die Namen oder Zweibuchstaben-Codes diese r Staaten 
auf den obenztehenden Zeilen anzxgeben.) 



Fonnblact PCT/EPEA/401 (Blact 2) (Januar 1994; Nachdruck Juli 1997) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformuiar 



Blatt Nr. 



fmernacionales Aktenzeichen 
PCT/DE99/03972 



Feid Nr. VI KONTROLLiSTE 



Dem Antrag liegen folgende U" nteriagen ftir die Zwecke der 
intemationaien voriaurlse.n Pniruns be:: 



L Anderungen nach AnikeJ 3<± 




erhalten 


nicht erhalten 


Beschreibung 


Blatter 


□ 


□ 


Anspniche 


Blatter 


a 


□ 


Zeichnungen 


Blatter 


□ 


□ 


2. Bezieitschreiben zu den 








Anderungen nach Anikei 3*a 


Blatter 


□ 


□ 


3. Koptc der Anderungen nach Arzikel 19 


B/acter 


□ 




4. fCopie einer Erklarung nach Artike! -9 


Blatter 


□ 


u 


5. Son sage teinzeln aurjxihren} ; 


B latter 


D 


D 



Von der mit der intemationaien vorlaufisen Priifuns 
beauftraacen Be horde auszuriiiien 



Dem Antrag liegen auiierdem die nachstehe nri angekreuzten Unterlagen be:: 

1. | | unterzeichnere gesonderte Voilmachc 4. [ x | Blact fur die Gebiihrenberechnung 

2. 1 I Kopie der allgemeinen Voilmachi 5- | y | ionstige t einzein aurfiihren >\ 

3. | j Be^rundung fur das Frhien Jer L'nrerschnrt 



V-Scheck 



Feid Nr. VII UNTERSCHRIFT DES ASMELDERS, ANWALTS ODER GEyiEJJSSAMEy VERTRETERS 



Der Name jeder unterzaichnenden Person tsr neven der Unterschrin z'i wiederhoten, una es ist anzu^eben. sofem sich dies nicht aits dem Antrag er^ibr. 
in welcher El^enschaft die Person utuerzeichnet. 



Munchen, 5-7.2000 



Or. Andrea SchuBler 



Von der mit der intemationaien vorlaufiaen Priiruns beaurtrascen Behorde auzuruilen 



I. Datum des catsachlichen Einsanss des .ANTRA GS: 



2. Geandenes Eingangsdarum des Ancrags aufgrund 
von BERICHTIGUNGEN nach Regei 60. Lb):" 



□ 



Eingangsdatum des Antrags NACH Ablauf von 19 Monaten ab 
Prioritatsdatum: Punkt 4 una Punkt i. unten. finden keine Anwenduna. 



□ 



Der Anmeider wurde 
entsprechend unterrichte: 



4. ) | Eingangsdatum des Antrags INNERHALB 19 Monate ab Prioritatsdatum we gen Frisrveriangerung nach Regel SOo. 



5. I I Das Eingangsdatum des Antrags liest nach Ablauf von 1 9 Montaten ab Prioritatsdatum. der verspatete Eingang ist aber nach 
1 — 1 Regei 82 EmSCHULDlGT. " 



Vom Internadonalen Buro auszufullen 



Antrag vom IPEA erhalten am: 



Formblan PCTAPEA/401 (letztes Blaa) (Januar 1994; Nachdruck Juli 1997) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformuiar 



VERTRAG UBER qMNTERNATIONALE ZUSAMMKNARBEIT AUF DEM 

TSEBIET DES PATENTWESEN? 

PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
XXX 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN voriaufigen PrQfungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/41 6) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE99/03972 


Internationales Anrr)e\6e6a\um(Tag/Monat/Jahr) 
08/12/1999 


Prioritatsdatum (T ag/Monat/T ag) 
10/12/1 998 


Internationale Patentklassification (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N15/12 




Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM et al. 





1 . Dieser internationale vortaufige PrQfungsbericht wurde von der mit der Internationale voriaufigen PrQfung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaftt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Benefit AN LAG EN bei; dabei handett es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
uncl/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
BehSrde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwattungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I H Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens Qber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V H BegrQndete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 

gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur StQtzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII □ Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
05/07/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
28.11.2000 


Name und Postanschrift der mit der internationalen voriaufigen 
PrQfung beauftragten Behdrde: 

^ Europaisches Patentamt 
mjj D-80298 Munchen 
Of 9 Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 69 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter /^^^^ 
Wimmer, G (f ^ }) 

Tel. Nr. +49 89 2399 7347 ^^-^ 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03972 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anme/deamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts ais "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 
B schreibung, Seiten: 

1 -1 1 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1 -1 1 ursprungliche Fassung 



Zeichnungen, Blatter: 

1/9-9/9 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen Behorde in der Sprache: , zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache eingereicht; 
dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, dass das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoli nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, dass die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoli entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



Formbiatt PCT/1PEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Januar 1994) 



in I cnnn i ivnni.k.i t ■ t^-wi • v ■ — -— — . . - 



Angaben zu Ver6fferrtHchungen, 



ben Patentfamflle geh&ren 



lm Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 



Datum der 
Veriffentfichung 



Internationales AKtenzeicnen 



)E 99/03972 



Mitglied( r)der 
Paten tfamili 



Datum der 
VerGffentlichung 



WO 9722625 



26-06-1997 



AU 



1468797 A 



14-07-1997 



Foonblatt FCT4SM210 (Anhang PatentfunBle)(Jul 19SC) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03972 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behdrde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. BegrUndete Feststellung nach Art ike I 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
g werblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-11 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-11 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (G A) Ja: Anspruche 1-8 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-Vlll, Blatt 2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03972 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich d r Neuh it, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung. 

Der Antrag entspricht den Bestimmungen gemaB Art. 33 PCT. 

1) Im AnschluB wird auf folgende Dokumente Bezug genommen (die Reihenfolge der 
Dokumente entspricht der Reihenfolge ihrer Auflistung im Internationalen 
Recherchenbericht): 

D1 : WO 97 22625 A (INDIANA UNIVERSITY FOUNDATION ;PESCOVITZ ORA H 

(US); WILLIAMS DAVI) 26. Juni 1997 (1997-06-26) 
D2: TOYODAAETAL: 'Human HXC-26 gene' EMBL DATABASE ; ACCESSION 

NUMBER D83389, 19. Februar 1997 (1997-02-19), XP0021 35680 
D3: SEDLACK Z. ET AL: 1 X5L gene; XAP-5-like protein. 1 EMBL DATABASE, 

ACCESSION NUMBER Y18503, 30. Juni 1999 (1999-06-30), XP0021 35681 

Die beanspruchte Prioritat der vorliegenden Anspruche ist giiltig. Dokument D3 
wurde daher zur Begutachtung dieser Anspruche nicht einbezogen. 



Neuheit gemaB Art. 33(2) PCT. 

2) Der Stand der Technik beschreibt kein Protein, welches dem der Anmeldung 
gemaB Fig. 1 entspricht, oder ein Protein, welches zu dem der Anmeldung 80% 
oder mehr homolog ware. Anspruche 1 und 2 werden demnach als neu angesehen. 

3) Ebenso wird keine DNA-Sequenz gemaB beschrieben, die fur ein solches Protein 
kodieren wurde. Anspruche 3 und 4 sind demnach ebenso neu. 

4) Durch ihre Referenz auf einen der zuvor genannten Anspruche, konnen auch die 
Gegenstande und Verfahren der Anspruche 5-11 als neu angesehen werden. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03972 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Erfinderische Tatiakeit gemaB Art, 33(3) PCT. 

5) Fur die Bereitstellung des Proteins und der entsprechenden DNA-Sequenz der 
vorliegenden Erfindung, kann Dokument D1 als nachster Stand der Technik 
herangezogen werden. D1 beschreibt das Growth Hormone Releasing Hormone, 
und verwandte Peptide, sowie deren Rolle und Verwendung in der Beeinflussung 
der Spermatogenese. 

Jedoch ist das Protein bzw. die Peptide von D1 zum Protein der vorliegenden 
Anmeldung vollig unterschiedlich; daruber hinaus bestehen in keinem Dokument 
zum Stand der Technik Hinweise, die den Fachmann zur Isolation des Proteins 
oder der DNA-Sequenz der Anmeldung leiten wiirden. 

Fur Anspruche 1-11 wird deshalb ein erfinderischer Schritt gemaB Art. 33(3) PCT 
anerkannt. 

Gewerbliche Anwendbarkeit gemaB Art. 33(4) PCT. 

6) Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden Anspruche 9- 
1 1 gewerblich anwendbar sind, gibt es in den PCT-Vertragsstaaten keine 
einheitlichen Kriterien. Die Patentierbarkeit kann auch von der Formulierung der 
Anspruche abhangen. Das EPA beispielsweise erkennt den Gegenstand von 
Anspruchen, die auf die medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet sind, 
nicht als gewerblich anwendbar an (Regel 67.1 (iv) PCT); es konnen jedoch 
Anspruche zugelassen werden, die auf eine bekannte Verbindung zur erstmaligen 
medizinischen Anwendung und die Verwendung einer solchen Verbindung zur 
Herstellung eines Arzneimittels fur eine neue medizinische Anwendung gerichtet 
sind. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA-April 1997) 



t 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMI 
DEM GEBIET DES PATENTWE^N 

PCT 

INTERNAHONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 1 8 sowle Regeln 43 und 44 PCT) 



MENARBEIT 



Aktanzeichen des Anmelders Oder AnwaJts 

K 2767 Wd 


WE1TERES siehe Mctteilung uber de Ubermrttiung des intsmationaJen 

Recherchentenchts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzetehen 

PCT/DE 99/03972 


Internationales AnmekJedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

08/12/1999 


(Fruhestes) Prforftatsdatum (T ag/Monat/Jahr) 

10/12/1998 


An me Her 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM et al . 



Dieser irrtemaiionaJe Recherchenbericht wurde von der IntemationaJen Recherchenbehorde erstelft und wlrd dem AnmekJer gemaB 
Artikel 18 ubermittelt Ene Kopie wird dam IntemationaJen Buro ubermrttelt 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _3 Blatter. 

|X| DarGber hinaus fiegt ihm jeweHs eine Kopie der In desem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1. Grundlage dee Berlchts 

a Hinsichtftch der Sprache 1st die intemationale Recherche auf der Grundlage der intBmationaten Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, In der sie eingereicht wurde, sofem unter desem Punkt nichts anderes angegeben ist 

| | Die intemationale Recherche 1st auf der Grundage elner bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der intomationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hi nsfchtiich der in der irrtemationalen Anmeldung offenbartsn Nucleoid- und/oder Amlnosauresequenz ist die intemationale 
Recherche auf der Grundage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
|X| In der irrtemationalen Anmeldung in SchrifUcher Form enthaften ist 

| | zusammen mit der irrtemationalen Anmeldung in compute ries barer Form eingereicht worden ist 
| | bei der Behorde nachtragfich in schriftilcher Form eingereicht worden ist 
|X) bei der Behorde nachtragfich In computerfesbarer Form eingereicht worden ist 

[X| Die Erklarung, daB das nachtraglich elngereichte schriftiiche Sequenzprotokoll nfcht uber den Offenbarungsgehaft der 
IntemationaJen AnmekJung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht wurde vorgelegt 

|X| Die Erklarung, da6 de in compute rlesbarer Form erfaBten Infbrmationen dem schriftiichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt 

2. (X] Besttmmte AnsprQche haben slch als nlcht recherchlerbar erwlesen (siehe Fold I). 

3. |~) Mangefnde Elnhettfllchkeft der Erflndung (siehe Feld II). 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erflndung 

fX"| wird der vom AnmekJer elngereichte Wortlaut genehmigt 
| | - wurde der Wortiaut von der Behorde wie foigt festgesetzt 



5. Hinsichtfich der Zusammenfassung 

nn wind der vom Anmelder elngereichte Wortlaut genehmigt. 

□ wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) In der in Feld III angegeben en Fassung von der Behorde festgesetzt Der 
Anmelder kann der Behorde innerhaib eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses IntemationaJen 
Rech rchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Fdgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentiich n: Abb. Nr. - 

| | wie vom Anmelder vorgeschlagen Q keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat 
| | weil diese Abbildung de Erflndung besser kennzeichnet 



F nmWatt PCT/iSA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



A. KLASStFEIERUNGDES ANMI 

IPK 7 C12N15/12 



ELDUNGS5EG 



ifnornouwiaios Muenceicnon 



jEGENST ANDES 

C07K14/47 C07K16/18 A61K38/17 



DE 99/03972 



Nach cter Intemationalen PatentMassffikaflon (IPK) odor nach der natJonalen Ktesslfikatton unddef IPK 



a RECHERCKHERTE GEBIETE 



Recherchterter MindestprOfatoff (KlaeeifikatJonssyBtem und KlaesffikatJonssyrnboie ) 

IPK 7 C07K C12N 



Recherchlerte aber nlcht rum MlndeetprOfetoff gehdrende Verdffentlichungen, soweft oSese unter die recherchJerten Gebiete fallen 



WShrend der Internatlonaten Recherche konsuftierte elektronteche Datenbank (Name der Datenbank und evtt. venvendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



KategonV Bezelchnung der Verdffentlichung, eowel erforderilch unter Angabe der In Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 97 22625 A (INDIANA UNIVERSITY 
FOUNDATION ;PESC0VITZ ORA H (US); WILLIAMS 
DAVI) 26. Juni 1997 (1997-06-26) 
Zusammenfassung; Anspruche 5-20 

T0Y0DA A ET AL.: "Human HXC-26 gene" 
ENBL DATABASE ; ACCESSION NUMBER D83389, 
19. Februar 1997 (1997-02-19), XP002135680 
das ganze Dokument 

SEDLACK Z. ET AL.: " X5L gene; 
XAP-5-like protein." 
EMBL DATABASE, ACCESSION NUMBER Y18503, 
30. Juni 1999 (1999-06-30), XP002135681 
das ganze Dokument 



1-11 



1-6 



1-6 



□ 



Weitere Verdffentlichungen Bind der Forteetzung von Feld C zu 
entnehmen 



ID 



Slehe An hang Patentfamille 



° Beeondera Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen 
'A' Verdfferrtiterujna, die den allgemetnen Stand der Technflc definiert, 
aber nlcht ale beeonders bedeutaam anzusehen let 

"E" afteree Dokument, das Jedoch erst am oder nach dem Internationa ten 
Anmektedatum verdffent8cht worden 1st 

V Verdffentlichung, die geeJgnet tet, elnen Prtorttataanspruch zweffelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch dte das Ver6ffentiichung9datum elner 
anderen Im Recherchenberfcht genannten Verdffentlichung belegt warden 
soil oder die aus ehem anderen beaonderen Grund angegeben 1st (wle 
auagefuhrt) 

*0" Verdffentflchung, die elch auf eine mundlche Offenbarung, 

elne Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

"P" Veroffentilchung, dte vor dem Hemattonaten AnrnekJedatum. aber nach 
dem beanspruchten Priorftatsdafum verdffentQcht worden let 



T Spate re Verdflentfichung, die nach dem Intemationalen Anmeldedaturn 
oder dem Prtorttatsdatum veroffentlicht worden let und mlt der 
Anmeldung nlcht koflkSert, sondern nur zum Verstandrtis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzlps oder der ihr zugrundellegenden 
Theorte angegeben tef 

"X" Veidffentilchung von beeonderer Bedeutung; cfe beanspruchte Erfindung 
kann aJlein aufgrund cfteeer Verdffentlichung nlcht ate neu oder auf 
erfinderlecher Tatigkeft beruhend betrachtet werden 

"Y" Verdffentlichung von beeonderer Bedeutung; ole beanspruchte Erfindung 
kann nlcht ate auf erfinderisoher Tatlgkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn de Verdffentlichung mtt elner oder mehreren anderen 
Verdffentfchungen dteeer Kategorle tn Verblndung gebracht wlrd und 
deee Verblndung fQr elnen Fachmann nahefiegend let 
Verdffentlichung. die MHgfied dereetben PatentfamSie let 



Datum dee Abechtuasee der IntemationaJen Recherche 



13. April 2000 



Abeendedatum dea Intemationalen Recherchenbertchta 



08/05/2000 



Name und Postanschrlft der Intemationalen Recherdtenbehdrde 

Europalaches Patentamt. P.B. 5618 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rjjswijk 
Tel. (4(31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70)340-3016 



Bevolknachtigter Becflensteter 



Gurdjian, D 



Formbtatt PCTMSA/210 (Bat! 2) (Jul 1982) 



INTERNATIONJM* recherchenbericht 



Internationales Aktenzeichen 
!t/DE 99/03972 



FekJ I Bemerkungen zu den AnsprOchen, die slch als nicht recherchlerbar erwlesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemaB Artflcel 17(2)a) wurde aus folgertden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstelft: 



1. XI Anspruche Nr. 

— weil sie slch auf Gegenst&nde beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpffichtet ist, namlich 

Bemerkung: Obwohl die AnsprOche 9-11, 1nsoswe1t s1e slch auf elnem 1n-vivo 
Verfahren beziehen, auf e1n Verfahren zur Behandlung des menschllchen/ 
tlerlschen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefOhrt und grUndete 
slch auf die angefUhrten Wlrkungen der Verblndung/Zusammensetzung. 

2. I AnsprOche Nr. 

— weil sie slch auf Telle der intemationaJen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anfbrderungenso wenig entsprechen, 
da6 eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt warden kann, namfich 



3. I I Anspruche Nr. 

— weil es sich dabei um abhSngige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regal 6.4 a) abgefafit sind. 



FeW II Bemerkungen bel mangetnder Elnheitlichkelt der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die intemationale Recherchenbeh6rde hat festgestsHt, daB cf ese intemationale Anmeldung men rare Erfindungen enth&fc 



1. I I Da der Anmelder alte erforderflchen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich cfieser 
1 — 1 intemationale Recherchenbericht auf aile recherchierbaren Anspruche. 

2 I | Da fur aile recherchierbaren Anspruche <f e Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt warden konnte, der eine 
- I — I zusatzfiche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Beh&rde nicht zur Zahfung einor solchen GebQhr aufgefordert 



3. I I Da der Anmelder nur elniga der erforderfichen zusatzlichan RecherchengebGhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
1 — ' intemationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namfich auf die 
Anspruche Nr. 



4. Pj Der Anmelder hat ole erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet Der Internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den AnsprOchen zuerst erwahnte Erfindung; cfiese ist in folgenden Anspruchon er- 
faBt 



Bemerkungen hlnsl htitch etnes Widerspruchs | [ Di zusatztichen Gebuhren wurdan vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt 
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(57) Abstract 



The invention relates to a spermatogenesis protein as well as to DNA coding for and a method for producing such a protein. The 
invention further relates to antibodies to said protein and to the use of the DNA and the protein for studying or influencing spermatogenesis. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Spermatogenese-Protein, eine fur ein solches Protein kodierende DNA und ein Verfahren zur 
Herstellung eines solchen Proteins. Femer betrifft die Erfindung gegen das Protein gerichtete Antikorper sowie die Verwendung der DNA 
und des Proteins zur Untersuchung bzw. Beeinflussung der Spermatogenese. 
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Spermatogenese-Protein 

Die vorliegende Erfiridung betrif ft ein Spermatogenese-Protein, 
eine fur ein solches Protein kodierende DNA und ein Verfahren 
5 zur Herstellung eines solchen Proteins. Ferner betrif ft die 
Erfindung gegen das Protein gerichtete Antikorper sowie die 
Verwendung der DNA und des Proteins zur Untersuchung bzw. 
Beeinf lussung der Spermatogenese . 

10 Mit Spermatogenese wird die Bildung von Spermien in 
Saugetieren bzw. dem Menschen bezeichnet. Diese Bildung 
erfolgt in den Hoden. Wahrend der Spermatogenese, insbesondere 
dem Pachytan-Stadium der Meiose, lagern sich die X- und Y- 
Chromosomen aneinander und bilden einen sog. Sexkorper aus. In 

15 diesem liegen die X- und Y-Chromosomen inaktiv vor, d.h. sie 
werden nicht transkribiert . 

Es hat sich nun gezeigt, daS von einigen Genen der X- und Y- 
Chromosomen Partner-Gene existieren, die autosomal lokalisiert 
20 sind. Diese werden u.a.in den Hoden exprimiert, wodurch ihre 

Genprodukte in der Spermatogenese kompensatorische Funktionen 
hinsichtlich der entsprechenden inaktivierten Gene der X- und 
Y-Chromosomen haben. 

25 Ein Eingreifen in die Spermatogenese ist nachwievor ein grofies 
Problem. Dies liegt insbesondere daran, dafi die Spermatogenese 
nicht im Detail verstanden ist. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, 
30 ein Mittel bereitzustellen, mit dem die Spermatogenese 
untersucht und ggfs. Wege auf gezeigt werden konnen, mit denen 
in die Spermatogenese eingegriffen werden kann. 

Erf indungsgemaS wird dies durch die Gegenstande in den 
35 Patentanspruchen erreicht. 
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Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen des 
Anmelders , date das X- chromosomal lokalisierte Gen XAP-5 ein 
Partner-Gen aufweist, das autosomal lokalisiert ist und in 
vielen Geweben exprimiert wird. Beispielsweise ist die 
5 Expression in den Hoden zu finden, wobei sie hier besonders 

stark ist in der Spermatogenese, inbesondere in den Stadien 
der primaren und sekundaren Spermatocyten sowie der runden 
Spermatiden. Das Partner-Gen wird mit X5L bezeichnet und ist 
im humanen Genom auf Chromosom 6 in der Region Spter 
10 lokalisiert. Der Anmelder hat X5L auf dem PAC-Klon LLNLp 

704K12294Q13 isoliert und charakterisiert . Die DNA umfaSt eine 
kodierende Sequenz und ein Intron und fuhrt zu einer etwa 1.6 
kb grofien cDNA. Diese kodiert fur ein etwa 37 kD groSes, 325 
Aminosauren umf assendes mit X5L-Protein bezeichnetes 
15 Spermatogenese-Protein (vgl. Figuren 1, 2 und 5,6) . Ferner hat 

der Anmelder erkannt, daS Mutationen im X5L-Protein die 
Spermatogenese beeintrachtigen konnen. 

Erf indungsgemaS werden die Erkenntnisse des Anmelders genutzt, 
ein Spermatogenese-Protein (X5L- Protein) bereitzustellen, 
umfassend die Aminosauresequenz von Fig. 1 oder eine hiervon 
durch ein oder mehrere Aminosauren unterschiedliche 
Aminosauresequenz , wobei zwischen letzterer Aminosauresequenz 
und der Aminosauresequenz von Fig. 1 eine Homologie von 
mindestens 80 % vorliegt . 

Der Ausdruck "eine durch eine oder mehrere Aminosauren 
unterschiedliche Aminosauresequenz umfafit jegliche fur ein 
X5L-Protein kodierende Aminosauresequenz, die zu jener von 
30 Fig. 1 eine Homologie von mindestens 80 % aufweist. Die 
Aminosauresequenz kann sich von jener von Fig. 1 durch 
Additionen, Deletionen, Substitutionen und/oder Inversionen 
einzelner Aminosauren unterscheiden. Insbesondere kann die 
Aminosauresequenz jene von Fig. 3 sein. 

35 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
Nukleinsaure, die fur ein X5L-Protein kodiert. Die 
Nukleinsaure kann eine RNA oder eine DNA, z.B. eine cDNA, 
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25 
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sein. Bevorzugt ist eine DNA, die folgendes umf afit : 

(a) Die DNA von Fig. 1 oder eine hiervon durch ein oder 
mehrere Basenpaare unterschiedliche DNA, wobei letztere 

5 DNA mit der DNA von Fig. 1 hybridisiert und fur ein X5L- 

Protein kodiert, dessen Aminosauresequenz eine Homologie 
von mindestens 80 % zu jener von Fig. 1 aufweist, oder 

(b) eine mit der DNA von (a) iiber den degenerierten 
10 genetischen Code verwandte DNA. 

Der Ausdruck "eine durch eine oder mehrere Basenpaare 
unterschiedliche DNA" umfaSt jegliche fur ein X5L-Protein 
kodierende DNA-Sequenz, die mit der DNA von Fig. 1 

15 hybridisiert und fur ein X5L-Protein kodiert, dessen 

Aminosauresequenz eine Homologie von mindestens 80 % zu jener 
von Fig. 1 aufweist. Die DNA-Sequenz kann sich von der DNA von 
Fig. 1 durch Additionen, Deletionen, Subs ti tut ionen und/oder 
Inversionen einzelner Basenpaare unterscheiden . Insbesondere 

20 kann die DNA-Sequenz jene der Figuren 2-4 sein. Der Ausdruck 

"Hybridisierung" weist auf eine Hybridisierung unter ublichen 
Bedingungen, insbesondere bei 2 0°C unter dem Schmelzpunkt der 
DNA-Sequenz hin. 

25 Die DNAs der Figuren 1-4 wurden als h-X5L-c, h-X5L-g, m-X5L-c 

bzw. m-X5L-g bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen) unter DSM 12550, DSM 12553, 
DSM 12552 bzw. DSM 12551 am 26. Nov. 1998 hinterlegt. 

30 Eine erf indungsgemaSe DNA kann als solche oder in Korabination 
mit jeglicher anderen DNA vorliegen. Insbesondere kann eine 
erf indungsgemaSe, fur ein X5L-Protein kodierende DNA in einem 
Expressionsvektor vorliegen. Beispiele solcher sind dem 
Fachmann bekannt. Im Falle eines Express ionsvektors fur E. 

35 coli sind dies z.B. pGEMEX, pUC-Derivate , pGEX-2T, pET3b und 

pQE-8. Fur die Expression in Hefe sind z.B. pYlOO und Ycpadl 
zu nennen, wahrend fur die Expression in tierischen Zellen 
z.B. pKCR, pEFBOS, cDM8 und pCEV4 anzugeben sind. Fur die Ex- 
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pression in Insektenzellen eignet sich besonders der 
Bacculovirus-Expressionsvektor pAcSGHisNT-A. 

Der Fachmann kennt geeignete Zellen, um die erf indungsgemafie, 
5 in einem Express ions vektor vorliegende DNA zu exprimieren. 

Beispiele solcher Zellen umfassen die E . coli-Stamme HB101, 
DH1, xl776, JM101, JM 109, BL21 und SG 13009, den Hefe-Stamm 
Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen L, NIH 3T3, 
FM3A, CHO, COS , Vero und HeLa sowie die Insektenzellen sf9. 

10 

Der Fachmann wei£, in welcher Weise die erf indungsgemaSe DNA 
in einen Expressionsvektor inseriert werden mu£. Ihm ist auch 
bekannt, da£ diese DNA in Verbindung mit einer fur ein anderes 
Protein bzw. Peptid kodierenden DNA inseriert werden kann, so 
15 da£ die erf indungsgemaSe DNA in Form eines Fusionsproteins 

exprimiert werden kann. 

Desweiteren kennt der Fachmann Bedingungen, trans formierte 
bzw. transf izierte Zellen zu kultivieren. Auch sind ihm 
20 Verfahren bekannt, das durch die erf indungsgemaSe DNA 

exprimierte Protein bzw. Fusionsprotein zu isolieren und zu 
reinigen. 



Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
25 gegen ein vorstehendes Protein bzw. Fusionsprotein gerichteter 

Antikorper. Ein solcher Antikorper kann durch ubliche 
Verfahren hergestellt werden. Er kann polyklonal bzw. 
monoklonal sein. Zu seiner Herstellung ist es giinstig, Tiere, 
insbesondere Kaninchen oder Hiihner fur einen polyklonalen und 
30 Mause fur einen monoklonalen Antikorper, mit einem 

vorstehenden (Fusions) protein oder Fragmenten davon zu 
immunisieren. Weitere "Booster" der Tiere konnen mit dem 
gleichen (Fusions) protein oder Fragmenten davon erfolgen. Der 
polyklonale Antikorper kann dann aus dem Serum bzw. Eigelb der 
35 Tiere erhalten werden. Fur den monoklonalen Antikorper werden 

Milzzellen der Tiere mit Myelomzellen fusioniert. 



Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
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Kit. Ein solcher umfaSt eine Oder mehrere der folgenden 
Komponenten : 

(a) eine erf indungsgemaSe DNA, 

(b) ein erf indungsgemaSe s Sperraatogenese-Protein (X5L- 
Protein) 

(c) einen erf indungsgemaSen Antikorper, sowie 

(d) iibliche Hilfsstoffe, wie Trager, Puffer, Losungsmittel , 
Kontrollen, etc. 

Von den einzelnen Komponenten konnen jeweils ein oder mehrere 
Vertreter vorliegen. Hinsichtlich der einzelnen Ausdrucke wird 
auf vorstehende Ausfiihrungen verwiesen. Diese gelten hier 
entsprechend . 



Die vorliegende Erfindung ermoglicht es, die Spermatogenese zu 
untersuchen. Mit einem erf indungsgemaSen Antikorper kann ein 
X5L-Protein nachgewiesen werden. Es kann eine Beziehung 
zwischen einem X5L-Protein und Vorgangen in der Spermatogenese 

20 hergestellt werden. Ferner kann mit einem X5L-Protein ein 

gegen dieses Protein gerichteter Autoantikorper nachgewiesen 
werden. Beide Nachweise konnen durch iibliche Verfahren, 
insbesondere einen Western Blot, einen ELISA, eine 
Immunprazipitation oder durch Immunf luoreszenz , erfolgen. 

25 Desweiteren kann mit einer erf indungsgemaSen Nukleinsaure , 

insbesondere einer DNA und hiervon abgeleiteten Primern, die 
Organisation und die Expression des fur ein X5L-Protein 
kodierenden Gens nachgewiesen werden. Dieser Nachweis kann in 
ublicher Weise, insbesondere in einem Southern Blot, iiber in 

30 situ Hybridisierung oder durch PCR, erfolgen. 



Dariiberhinaus eignet sich die vorliegende Erfindung, Mafinahmen 
zur Inhibition oder Aktivitatssteigerung eines X5L-Proteins in 
Personen zu ergreifen. Mit einem erf indungsgemaSen Antikorper 
35 kann ein X5L-Protein inhibiert werden. Andererseits kann mit 

einem X5L-Protein, insbesondere nach Kopplung an ein vom 
Korper nicht als fremd angesehenes Protein, z.B. Transferrin 
oder BSA, die Menge eines X5L-Proteins in Personen erhoht 
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werden. Entsprechendes kann auch mit einer erf indungsgemafcen 
Nukleinsaure, insbesondere einer DNA, erreicht werden, die 
unter die Kontrolle eines konstitutiven bzw. in bestimmten 
Geweben, induzierbaren Promotors gestellt wird und nach ihrer 
5 Expression zur Bereitstellung eines X5L- Proteins in den 
Personen bzw. in bestimmten Geweben, z.B. Hoden, dieser fiihrt. 



Somit stellt die vorliegende Erf indung Mitt el dar , die 
10 Spermatogenese zu untersuchen und in sie regulierend 
einzugreif en. Letzteres umfa£t sowohl ihre Aktivierung als 
auch ihre Inhibierung . Insbesondere lief ert die vorliegende 
Erfindung Mittel, Storungen der Spermatogenese zu 
diagnostizieren und zu behandeln. 

15 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen. 

Fig. 1 zeigt die DNA- und Aminosauresequenzen eines 
erf indungsgemaSen , 32 5 Aminosauren umfassenden 
20 Spermatogenese-Proteins (X5L-Protein) . Die DNA- 

Sequenz ist eine humane cDNA. 



Pig. 2 zeigt die Sequenzen einer genomischen fur ein X5L- 
Protein kodierenden DNA. Die DNA entstammt dem 
25 humanen Genom . Die cDNA von Fig . 1 beginnt am 

Basenpaar 739. Zwischen den Basenpaaren 828 und 1129 
liegt ein Intron vor . Eine Polyadenylierungss telle 
befindet sich am Basenpaar 2 658. 

30 Fig. 3 zeigt die DNA- und Aminosauresequenzen eines 334 

Aminosauren umfassenden X5L-Proteins . Die DNA- 
Sequenz ist eine Maus cDNA . 

Fig. 4 zeigt die Sequenz einer genomischen fur ein X5L- 
35 Protein kodierenden DNA. Die DNA entstammt dem Maus 

Genom. Die cDNA von Fig. 3 beginnt am Basenpaar 445 
von Fig. 4(A) . Zwischen den Basenpaaren 492-1232 von 
Fig. 4(A) liegt ein Intron vor. Zwischen den 
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Basenpaaren 1-1136 von Fig. 4(B liegt ein Intron 
vor. Eine Polyadenylierungssequenz befindet sich am 
Basenpaar 2306 von Fig. 4(B). 

5 Fig. 5 zeigt den Nachweis von mRNA eines X5L-Proteins in 

Geweben . 

Fig. 6 zeigt den Nachweis von mRNA eines X5L-Proteins in 
Hoden. Das Vorliegen solcher mRNA ist auf Tubuli 

10 begrenzt (Fig. 6(A)). Auf zellularer Ebene liegt 

mRNA eines X5L-Proteins in den Stadien der primaren 
und sekundaren Spermatoyten (Sterne) sowieder runden 
Spermatiden (RS) vor. Reife Spermien sind mit (MS) 
und Sperma togoni en mit ( P f e i 1 sp i t z en ) ge- 

15 kennzeichnet . Sertoli-Zellen (Pfeile) und Leydig- 

Zellen (L) weisen keine mRNA eines X5L-Proteins auf. 



Die vorliegende Erfindung wird durch die nachs tehenden 
20 Beispiele erlautert . 

Beispiel 1: Nachweis von mRNA eines X5L-Proteins in Geweben 
(A) 

RNA-Blots von humanen Geweben, wie Pankreas , Nebennierenmark, 
25 Schilddruse, Nebennierenrinde , Hoden, Thymus, Dunndarm, Magen, 

fotales Gehirn, fotale Lunge, fotale Leber und fotale Niere, 
erhalten von Clontech, werden einer 

Hybridisierung unterzogen. Als Hybridisierungsprobe wird eine 
[oc 32 P] dCTP markierte X5L-Protein spezifische DNA verwendet, die 
30 zwischen den Basenpaaren 1073-1409 der DNA von Fig. 1 liegt. 

Die Hybridisierung erfolgt tibernacht mit anschliefienden 
Waschschritten unter iiblichen Bedingungen. Zur Kontrolle 
werden die Blots ebenfalls mit einer radioaktiven fi-actin- 
Probe hybridisiert (vgl. Fig. 5). 

35 

Es zeigt sich, daS mRNA eines X5L-Proteins in den 
verschiedensten Geweben exprimiert wird. Die GroSe der 
exprimierten mRNA ist 1,7 bzw. 4,3 kb, was auf 
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unterschiedliche Polyadenylierungssignale der DNA von Fig . 1 
zurtickzufiihren ist . Ferner zeigt es sich, daS die Expression 
von mRNA eines X5L-Proteins in Hoden am starksten ist. 



5 (B) 

Es wird eine RNA in situ Hybridisierung an Maus-Hoden-Gewebe 
durchgefuhrt . Hierzu wird auf das Verfahren von Wilkinson, 
D.G. (1992), Oxford University Press, New York verwiesen. Es 
werden " ant i sense" - bzw. "sense" RNA Proben verweden, die den 
10 Basenpaaren 5-1169 der DNA von Fig. 1 entsprechen. 

Es zeigt sich, daS in Hoden-Gewebe eine starke Expression von 
mRNA eines X5L- Proteins stattf indet . Ferner zeigt sich, dafi 
die Expression auf Tubuli beschrankt ist. Auf zellularer Ebene 
15 zeigt sich eine Expression von mRNA eines X5L-Proteins in den 

Stadien der primaren und sekundaren Spermatocyten sowie der 
runden Spermatiden . Spermatogonien, reif e Sertoli -Zellen und 
Leyding-Zellen zeigen dagegen keine Expression von mRNA eines 
X5L-Proteins. 

20 

Beispiel 2: Herstellung und Reinigung eines 
erf indungsgemSfien Spermatogenese-Proteins (X5L- 
Protein) 



25 Die DNA von Fig. 1 wird mit BAMHI-Linkern versehen, mit BamHI 

nachgespalten und in den mit BamHI gespaltenen 
Express ionsvektors pQE-8 (Qiagen) inseriert . Es wird das 
Expressionsplasmid pQE-8/X5L erhalten. Ein solches kodiert fiir 
ein Fusionsprotein aus 6 Histidin-Resten (N-Terminuspartner ) 

30 und dem erf indungsgemaSen X5L-Protein von Fig. 1 (C- 

Terminuspartner) . pQE-8/X5L wird zur Transformation von E.coli 
SG 13009 (vgl. Gottesman, S. et al . , J. Bacteriol. 148, (1981), 
265-273 ) verwendet . Die Bakterien werden in einem LB-Medium 
mit 100/xg/ml Ampicillin und 25/ig/ml Kanamycin kultiviert und 

35 4 h mit 60ptM Isopropyl-G-D-Thiogalactopyranosid (IPTG) 

induziert. Durch Zugabe von 6 M Guanidinhydrochlorid wird eine 
Lyse der Bakterien erreicht, anschliefiend wird mit dem Lysat 
eine Chroma tographie (Ni-NTA-Resin) in Gegenwart von 8 M 
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Harnstoff entsprechend der Angaben des Herstellers (Qiagen) 
des Chromatographie-Materials durchgef iihrt . Das gebundene 
Fusionsprotein wird in einem Puffer mit pH 3,5 eluiert. Nach 
seiner Neutralisierung wird das Fusionsprotein einer 18 % SDS- 
5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterworfen und mit Coomassie- 
Blau angefarbt (vgl . Thomas, J.O. und Kornberg, R.D., 
J.Mol.Biol. 149 (1975), 709-733). 



Es zeigt sich, daE ein erf indungsgemaSes (Fusions) protein in 
10 hochreiner Form hergestellt werden kann. 

Beispiel 3: Herstellung und Nachweis eines 
erf indungsgemaSen Antikorpers 



15 Ein erf indungsgemaSes Fusionsprotein von Beispiel 2 wird einer 
18 % SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterzogen. Nach 
Anfarbung des Gels mit 4 M Natriumacetat wird eine ca. 37 kD 
Bande aus dem Gel herausgeschni tten und in Phosphat 
gepufferter Kochsalzlosung inkubiert. Gel-Stucke werden 

20 sedimentiert , bevor die Proteinkonzentration des Uberstandes 

durch eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese , der eine 
Coomassie-Blau-Farbung folgt, bestimmt wird. Mit dem Gel- 
gereinigten Fusionsprotein werden Tiere wie folgt immunisiert: 



25 

Immunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im 
Kaninchen 



30 



35 



Pro Immunisierung werden 35 [xg Gel-gereinigtes Fusionsprotein 
in 0,7 ml PBS und 0,7 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's 
Adjuvans eingesetzt . 



Tag 0: 
Tag 14 

Tag 28 
Tag 5 6 
Tag 80 



1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

2. Immunisierung ( inkomplettes Freund's Adjuvans; 
icFA) 

3 . Immunisierung (icFA) 

4 . Immunisierung (icFA) 

Ausbluten 
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Das Serum des Kaninchens wird im Immurioblot getestet. Hierzu 
wird ein erf indungsgema&es Fusionsprotein von Beispiel 1 einer 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterzogen und auf ein 
Nitrocellulosef ilter iibertragen (vgl. Khyse-Andersen, J., J. 
5 Biochem. Biophys. Meth. 10, (1984), 203-209). Die Western 

Blot-Analyse wurde wie in Bock, C.-T. et al . , Virus Genes 8 # 
(1994), 215-229, beschrieben, durchgef uhrt . Hierzu wird das 
Nitrocellulosef ilter eine Stunde bei 37°C mit einem ersten 
Antikorper inkubiert. Dieser Antikorper ist das Serum des 

10 Kaninchens (1:10000 in PBS). Nach mehreren Waschschritten mit 
PBS wird das Nitrocellulosef ilter mit einem zweiten Antikorper 
inkubiert. Dieser Antikorper ist ein mit alkalischer Phospha- 
tase gekoppelter monoklonaler Ziege Anti-Kaninchen-IgG- 
Antikorper (Dianova) (1:5000) in PBS. Nach 30-minutiger 

15 Inkubation bei 37°C folgen mehrere Waschschritte mit PBS und 

anschliefiend die alkalische Phosphatase-Nachweisreaktion mit 
Entwicklerlosung (36/iM 5 1 Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat , 
400fiM Nitroblau-tetrazolium, lOOmM Tris-HCl, pH 9.5, 100 mM 
NaCl, 5 mM MgCl 2 ) bei Raumtemperatur , bis Banden sichtbar 

20 werden . 

Es zeigt sich, dafi erf indungsgemaEe, polyklonale Antikorper 
hergestellt werden konnen. 

25 

Ixnmunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im Huhn 

Pro Immunisierung werden 40/ig Gel-gereinigtes Fusionsprotein 
in 0,8 ml PBS und 0,8 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's 
30 Adjuvans eingesetzt. 

Tag 0. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 
Tag 28: 2. Immunisierung ( inkomplettes Freund's Adjuvans; 
icFA) 

35 Tag 50: 3. Immunisierung (icFA) 



Aus Eigelb werden Antikorper extrahiert und im Western Blot 
getestet. Es werden erf indungsgemaEe, polyklonale Antikorper 
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nachgewi es en . 



Immunisierungsprotokoll fiir monoklonale Antikorper der Maus 

5 Pro Immunisierung werden 12^tg Gel-gereinigtes Fusionsprotein 

in 0,25 ml PBS und 0,25 ml komplettem bzw. inkomplettem 
Freund's Adjuvans eingesetzt; bei der 4. Immunisierung ist das 
Fusionsprotein in 0,5 ml (ohne Adjuvans) gelost. 



10 



15 



Tag O. 
Tag 28: 

Tag 56 
Tag 84 
Tag 87 



1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

2 . Immunisierung ( inkomplettes Freund ' s Adjuvans ; 

icFA) 

3. Immunisierung (icFA) 

4 , Immuni s i erung ( PBS ) 
Fusion 



Uberstande von Hybridomen werden im Western Blot getestet. 
Erf indungsgemafie, monoklonale Antikorper werden nachgewiesen. 
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Patentansprtiche 

1. Spermatogenese-Protein, umfassend die Aminosauresequenz 
5 von Fig. 1 oder eine hiervon durch ein oder mehrere 

Aminosauren unterschiedliche Aminosauresequenz, wobei 
zwischen letzterer Aminosauresequenz und jener von Fig. 1 
eine Homologie von mindestens 80 % vorliegt. 

10 2. Spermatogenese-Protein nach Anspruch 1, umfassend die 

Aminosauresequenz von Fig. 3. 

3. DNA, kodierend fur das Spermatogenese-Protein nach 
Anspruch 1, umfassend: 

15 (a) Die DNA von Fig. 1 oder eine hiervon durch ein oder 

mehrere Basenpaare unterschiedliche DNA, wobei 
letztere DNA mit der DNA von Fig. 1 hybridisiert und 
fur ein Spermatogenese-Protein kodiert, dessen 
Aminosauresequenz eine Homologie von mindestens 80 % 

20 zu jener von Fig. 1 aufweist, oder 

(b) eine mit der DNA von (a) uber den degenerierten 
genet ischen Code verwandte DNA. 

4. DNA nach Anspruch 3, wobei die DNA jene von Fig. 2, Fig. 
25 3 oder Fig. 4 ist. 

5. Express ionsplasmid, umfassend die DNA nach Anspruch 3 
oder 4 . 

30 6. Trans formante, enthaltend das Express ionsplasmid nach 

Anspruch 5 * 

7. Verfahren zur Herstellung eines Spermatogenese-Proteins , 
umfassend die Kultivierung der Transf ormante nach 
35 Anspruch 6 unter geeigneten Bedingungen. 



Antikorper, gerichtet gegen das Spermatogenese-Protein 
nach Anspruch 1 oder 2 . 
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9. Verwendung des Spermatogenese- Proteins nach Anspruch 1 
oder 2 oder einer DNA nach Anspruch 3 oder 4 zur 
Untersuchung bzw. Beeinf lussung von Spermatogenese. 

10. Verwendung nach Anspruch 9, wobei die Beeinf lussung der 
Spermatogenese ihre Aktivierung bzw. Inhibierung umfaSt. 



10 



Verwendung nach Anspruch 9, wobei die Untersuchung bzw. 
Beeinf lussung der Spermatogenese eine Diagnose bzw. 
Behandlung von Storungen der Spermatogenese umfaSt. 
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10 30 50 70 90 

AGAGCCCGGGGCGAGTGSSCCTCCGCTCSTSGGTGGTTCra 

110 130 150 170 

GCCCATCGGGT AGGCGCGGG CCATGGCGCAGTACAAGGG C^.CCATGCGCGAGGCAGGCC(^GCCATGCACCTCCTCVvGAAGC GCGAAAG 
MAQYKGTXREAGRAMHlLXXRiR 

190 210 230 250 270 

GCAGCGGGAGWGATGGAGGTGCTGAAGCAGCGCATCGCCGAjGGAGA 
QREQMEViSQaiAErTriXSQVOKRrSAHY 

290 310 330 3S0 

CGACGCCGTGGAGGCCGAGCTGAAG?CCAGCACGGTGGGCCTG<nt^ 
DAVEAEI*XSSTVG1VTLN3WKARQEAI.VR£ 

370 390 410 430 <150 

GCGCGAGCGGCAGCTGGCCjL^GCGCCAGCACC^GG^ 
RERQ-AXRQHLEEQRwQQSRQRSQEQRRER 

470 490 SIC 530 

CAAGCGTAAGATCTCCTGCCTGTCCT??SCACTA^ 
KRKIS C L 5 7 A L D D L D D Q A D A A 2ARRAGNLG 

£50 57C 590 610 S30 

CAAGAACCCC^CGTGC^CACCAGCTTCCTGCCAGA^ 
KNPDV3TSPL?DR3REESENR-REEliRQEW 

650 670 690 710 

GGAGGCGCAGCGCGAGAAAGTGAAGGACGAG GAG ATGGAGG?CACCTT*CAGC?ACT GGGACGGCTCGGGCCACCGGCGCACGGTGCGGGT 
EAQK2KV3C32EMEVTFSYWDG5GHR3TVRV 

730 750 770 790 310 

GCGCAAGGGO&CACG^TTG^GCAGTTCCT^AAGAAGGCGCC 
RKGNTVQQFLXKALQGLRKD7LELRSAGVE 

830 650 870 390 

GCAGCTCATOTCATCAAGGAGGACCCC^^ 
QLMFIX3DLILPKYET7YDFI IARARGKSG 

910 930 950 970 990 

gccgctc?tcw«tcgatgtgcaccm:gacgtocgcctcct^^ 

PiFSFDVaDDVRLiSDATMSXDESHAGXVV 

1010 1030 1050 1070 

GCTGCGCAGWGTACGAGAAa^ACAAGCACATC^ 
LRSWYEXNKHI7PASRWEAYDP3XXWDKYT 

1030 1110 1130 1150 1170 

CATCCCCTAACACCCGC GCCAGAGCGGAAACC^GGGGM 
I R • 

1190 1210 1230 1250 

ACCTCGATT'TC^CCCCCAiATTTAATAAAc 

1270 1290 1310 1330 1350 



137C 1390 IdlO 1430 

TGTCAGACAGAAATCAGAATAG^GGCACATTTTTTACCT 

1450 147C 1490 1510 1530 

GACACAGCCTCCTCCTTGCTCTGTAGTTT^GG7AAGCTT 

1S50 1570 1590 ISlG 

GCACTTACT^ATAA<^?TGA?GTGAGTAreAACrGAAT^^^ 



Fig. 1 
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10 30 5C 70 90 

SAAAO^CACSAAACATGAACTGGTCTGCCCT^ 

110 120 150 170 

C?ACACTT?AACTCAGTGTCCC\CGGTTA:^ 

130 210 220 250 2~C 

TTTTGTC^CGAAACTGG^G<^CjAGTAGGG7TCTAT7A 

ISC 210 220 350 

CAGGTAATG^CACGAG^CGC^CAGCoGGGTAGCATCAGAG^^ 

270 39C 410 420 450 

GGTGGCCACAGCAGCTTGCGCT G CCCCCXCVTTGCTTCTCCC^GCTT AciGCTGGG C^C3AGAA3 G C7 CAGCAC GCACGC AC-.G CAGGTG 

470 49C 513 520 

GGGGCCCGCCC?GCC:L\Cl\G«?a^AAA^ 

530 570 550 510 63C 

CGCTGGCCCGCCCCACAGGAX^CCGCCCCTACCAGGAGCCC 

= 50 57C 590 71 C 

AC??CC?GT~CCGCAGCCGCC:rrACa\G^ 

720 750 770 "50 310 

GTGTCCACGGC^GTCGCGAGAGCCCCGGGCGAGTGGGCC^ 

320 9SC 570 590 

acagggtgcttggccaggtAagggcccgctcagcagc 

310 320 950 370 990 

AGCCACCC:rr?ACSTGC^SCCGTTCGC^^^ 

1010 1020 1050 1070 

GTGGTTACCCTAGCAGGTCGGCC 

1020 111C H3C 1150 1170 

CSTTGCGTGGtSCCCtrCCTriACCTC^CSCGTrTTTCCTC^ 

1130 1210 122C 1250 

ACCATG CSCGAGGCSkGCCCGTGC CATGCACCCCCTCXAGAAGCGC 

1270 1290 121Q 1220 1250 

GAGGAGACCATCC7CAAG7C:^GGTGGACAAa^ 

1270 1390 141C 1.130 

CTCXiTGACCGTGAACGACATGAAGGCCCS 

1430 1470 14SQ 151C 1530 

1550 1570 15SC 1510 

CTCGATSACCACGCCGACGCGGCCGAGGC^^ 

1630 1650 1S70 1690 1710 

GACCGCSAGGAGC^GAGAi^SGCCSC^ 

1730 1750 1770 1750 

GTC\CCTTCAO^ACTS<^C^:^^ 

1310 1330 1350 1370 1390 

CTGCACGGCCTCCGCAAGCACTTCCTGGAGCTGCoCTC^ 

191C 1220 1350 1S70 

?ACCACACOTCTACGACTTC\TC%TC^CCAGGGCGAGGG<3CA^ 

1990 2010 2C2C 2C50 2070 

CTCAGC GACSC CAC CAT GGAGAAGGAC GAGT C C CAC GC GGGCAAGGT GGTGCTGCGCAG C7GGT ACo AG AAGAACAAG CACATCTTC CCC 



Fig. 2 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 00/34472 



3/9 



PCT/DE99/03972 



2090 2110 213C 2150 

2170 2120 2210 2230 2250 

GGGGGGAG ACACT^VTTTCTAGGCC G GATGAC CACTCA.CTT3rt.TTT CGTGACGTTGATTTCTTC CC CZAAAT7TAATAAAGACAGA GGGT 

2270 223C 2213 2320 

TCTC\TGATTC^C\TTjC3TTGTG CT ATT^CTGATGTTATGCTTTGGTTGCTTGGTTGGT (TTTTT CTGAGTATTTT AGTCTTGGCA GGTGG 

2350 2370 2390 2il3 2430 

ATTTGCTCCAT^GCrCTGCTSAiSC^ 

2d SO 2470 2420 2E10 

G GTGGTT ATGAGCAT GGACTTG GGGSCCAC^GTGACTGAGTTTGATTCCG GACACAGCCTCCT C CTTGCT GTGTAj2TTTT^GGT AAGCTT 
2530 25=0 2570 255C 2510 

ATT AAACC C C CATGGCTCAGTTTGGT CAC CT GT AAAAGGAAATAACAAGAGCACTT ACTTT AT AAC ATTGATGT GAGT ATT AAGTGAATT 

2c30 2 = = C 2670 2S = C 

.^T ATTTGTAAAACGGTTAi^TCTTAAT AAAT<3TT TCTCTTGT T ATT ATTAT oGTTTT GGTT AATTT ATTT AAAGGACTGCAAT G ACCT A 
2710 2720 2750 2770 2790 

GTTCAGAACTATTT GAGGGCAAAGGT GGACCTC C CCATCACTGGT CC CAGGAT CAGCAGTTGC GAG CAGGAGGGGGCT AG CAAAGGTTGG 

2310 2230 295C 2s~C 

GGAGCAGCCCC C CTCTAGTGGGCTTTAGCTGGGTTGTTTAG C GCAGAAGTTAGGAGG AC AGT GAGCT AAT GCAAGTAG CCTGCAG 



Fig. 2 (Fortsetzung) 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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10 20 5C 7C 90 

ATTCGCAAAAGCACCAGAAG^AGAGTCTTGGCTCATACATCAAA^ 

1-0 130 150 170 

AAACAGGGACTGGGCAGSCC^AAAGCCT^GCGCTC^ 

KAQYXGTHREAGRAM 
190 210 230 250 27C 

ggacc^gatcj^gaagcgtgagaagcagaaggagcagatggaggtgct 

hlikkrskqxsqmsvlkqriasetimksrv 

290 310 33C 350 

GGACAAGAAGTTC? CGGCX^CTXCG ACG CCG7GGAGGCCGXGCT GAAGTCCAGTACGG^T GGG C CTGGTGAC CCTGAAT GACAT GAAGGC 
DKKFSAHYDAVEAE1»XS5T , VGLVTLND>:XA 

370 390 410 430 450 

CAAGCAGGAGGCCCT GC TGAGGG AGCGGG AGACGCAGCTGGCCAAG AGGG AGC AGCTGGAGCAACGCCGGAT ACAG CTGGAG ATG CTG CG 
XQEAfcliREREMQLAKREQLEQRRIQLEKiR 

470 490 510 530 

CGAGAAGGAGCGAAGGCGAGAGC3CJ^JGCGCAA^?C?C 
£K5RRRERXR:<;SNLSrTL3SEEGD0SDSS 

550 570 590 610 620 

ccaagccgagagtgccgaggcccacagtgctggagccaagaagaacttgg 

qassaea:-5agax:<nlgknpevdtsfipdr 

650 670 690 710 

CGAGCGCGAGG AGGAGGAGAAC CGGTT G C GCGAGGAAC7G CGGCAGGAGTGGGAGGCGAAGCG CGAGAAGGTGAAGGGCGAGG AGGTGG A 
ERSEESWRLR EELRQBW3AKREKVXGEEVE 

730 750 770 790 810 

gatcaccttcagct actgggat ggct ccggccaccggcgc acggtgcgcatgagcaagggcagcacggt gcagcagt7cctg aagcgggc 
itpsywdgsghrr-vrksrcstvqqflxra 

S20 850 070 690 

GCTGCAGGGGCTOCGCAGGG ACTTCCGGGAGCT GCGGGCAGCGGGCGTGGAGCAGCTCATG7 ACGT CAAGGAGG ATC * CATCCTG CCGCA 
LQGS,RRDPRSLRAAGVEQi«YV3CSDLILFH 

910 930 950 970 990 

CTATCACACCTTCTACGACT7C AT CGTGGCCAAAGCCCGGGG CAAGAGCSGCCCGCT CTT CAGCTTCGACGTGCACGACGATGTGCGG CT 
YHTFY3F2VAXARGKSGPliF£FDVH33VRIi 

1010 1030 1050 1070 

GCTGAGCGATCCCACGATGGAGAAAGATGAGTCACACGCGGGCAA^ 
LSDATXSKDESHAGXVVwRSWYSKXXKIFP 

1090 1110 1130 1150 1170 

TGCGAGCCGCTGGGAGCCCTACGACXCCGAOAAGAAGT 
ASRWEPYD? SKXWDRYTIR* 

1190 1210 

CCTAACTATCGAAAA7TAATAAATACAGAGGGTCCCCGTAAATCGGA 



Fig. 3 
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10 30 50 70 90 

CTAAAACCTGAAAGTTATTCTGATCMCCATA^ 

110 13C 150 170 

190 210 230 250 27C 

ACAACCTACACACAAAAATTTAACCTGTAAIAA 

290 310 330 350 

CAGTTGTCAGGAGATCAGAC GC^GGCAGCAGGACrTGCrtT CCAT CACTTCMlTC CAAGTCGGCAG7T ATACACGACCXCC&CCTGATT GGCC 
370 390 410 430 450 

CAATCTCTGTCCr?GA7TGG^AGAGCTO 

470 490 510 530 

AAAAGCACG^AAGGAAGAGTCTTGGCTC&TAC&T 

SSO 570 590 610 63C 

TCTTTAAACTCGMTAAAACCAATTGTI^ 

£50 670 690 710 

GAGCCCrrATOSGTGACATAATATCAACAT^ 

730 750 770 790 810 

GACATATGCACTAGGAAAATAGAAATTGGGGCTTGTTCTCTC^ 

830 850 870 390 

AAG<KOT?Ai«TGAT?GftC7GT£TGACray^ 

510 930 950 970 990 

CCmCTACTAGGTCTGAGACTCACGCCCATGGGCATGGTAAG 
1010 1030 1050 1070 

rCTTTCTGAAAATACTCCCACCAGACAACATGCCAAGAGCTGTGTATCCTAAGG 
1090 1110 1130 X1S0 1170 

STCCAAATCCTGCTAGTTGACAACATT^^ 

1190 1210 1230 

GCATACTGAAGGCTTCTTGTCTCTGCTAGATTC^ 



Fig. 4 (A) 
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10 20 50 70 90 

GAATTCAAACAAGCCAGGG ACCAGCATGAGCTTTAAAG CAGCT^GCGATATCAAAG AAAAGAAAG^.T GCTT ACGGAAATGGCGAGGAAACA 

11C 13C ISO 170 

TTTAGACCTTTG GAATG ACATGGAATGTCAG AG CAAAGCACTGTTTGGGAGCTATGCGGT GAAATGG? GT CCTC^GMGAAACAAGAGGG 
190 210 22C 250 270 

TTTGGGGGACCAG?T?GGAG?T7GGAAAGAGT?TGA^ 

290 310 33C 350 

?ACAGAAGGGTTG<K^GGCAC7C3TAGAGAGCGGTCA^ 

370 390 410 430 4S0 

CACAGAGAAAACACTTTGTACTTGGCCC^TCTCTG 

470 49C 510 530 

AGTTCTTTTGTGTACTTTAGC^*CTGAC\CAAAG , rGAGTTCC^C TAAAACT CCATGCAAAAATCGTTC CTAAGACI^GTGCT AGGATGAAA 
550 570 59C £10 530 

GCTCCTTCK^TCTGCCAAflACCATAACAOT^ 

650 670 630 710 

ACTcrrrrecrr?cc??GC?TC?G?ccT^^ 

730 750 770 190 510 

ACACGGTTTTCCACTTGACCCC^CTTC^CTGTGGCra 

830 850 870 S90 

GTGCATGAGO^GACACGGGa^GCATGTGGTTTGCTCTGCAGACCAA 

910 930 950 97C 990 

GTCACATGAGGCTATCTCAGTTTGAAGTAAAA^ 

1010 1030 1050 1070 

AGTTACCACATGGGGTCACCCTGGAGACAGACTCATCAGAGA 

1090 1110 1130 1150 1170 



1190 1210 1230 1250 

GGCTACCAGAAACAGGGACTtaGGCAGGCCAAAAAGCCTTGCGCT 

1270 1290 1310 1330 1350 

CCGGGCCATGCACCTGATCAAG^GCGTGAGAAGCAGAAGG^ 

1370 1390 1410 1430 

GTCAAAAG? GGACAAGAAGTTCT CGGCACACTACGACGCCGTGGAGGCC^ 

1450 1470 ld90 151C 1S30 

CATGAAGGCO^GC^GGAGGCCCTGCTGAGGGAGCGGGAGATGCAGCTGG 

1550 1570 1590 1610 

GATGCTGCGCGAGAAGGAGCGAAGGCGAGAGCGCAAGCGGAAGA7CT 

1630 1650 1670 1630 1710 

GGACAGCCCCCAAGCCGAGAGTGCCGAGGCCCACAGTGCTGGAGCCA 

1730 1750 1770 1790 

GCCCGACCGCC&GCGCGAGGAGGAGGAGAACCGGTTG 

1810 1830 1850 1370 1390 

CGAGGTGGA£^TCACCTTCASC?AC7GGGATGGCTCCGGCCACCGGCGCA^ 



Fig. 4 (B) 
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1910 1330 1350 1970 

GAAGCGGGCGCTGCAGGGGCTGCGCAGGGACTTCCGGGAGCTGCGGG^ 

1990 2010 2030 2050 2070 

CCTGCCGWCTATCACACC^CTACGACTTCATe^ 

2090 2110 2130 2150 

TGTGCGGCTGCTGAGCGATGCCXCGATGGAGAA^GATGAGTCACACGCGG 

21*70 2190 2210 2230 2250 

CATCTTCCCTGCCAGCCGCTGGGAGCC£^ 

2270 2290 2310 2330 

ACCTTACTCCCT AACT ATC GAAAATT AATAAATACAGAGGG7 CCCCGT>.AATCGGAT GTGTTGGTTCTG'TACCTGGCGTCATTCTTCGGT 
2350 2370 2390 2410 2430 

GTTTTT AATGT T?C?C??TGTGGCTC CTTT^GTTCTGTG^ 

2450 2C70 2490 2510 

GGCC\GCAGACTGGGTT?GA?T7TCnTGC?CAA?G7^ 

2530 2550 2570 2590 2610 

TATACAAGC&AGTTACACCCCTTCAGGCC^ 

2630 2650 2670 2690 

TTTTGTjSGGCCTGGTTGCmACTAAAGAATGCCTACGCa 

2710 2730 2750 2770 2790 

TTCAGGGTCAGTCGGTGCCTGAAAGCTGGWTACAGCTTA^ 

2310 2830 2850 2870 

CATGGCAAGATTCTAAATCCCGCCCTTTAA^ 

2350 2910 2930 2950 2970 

TACAGrfGCATCTCTTrCACGGATTTriTTAAGTTACCCOT 
2990 

GCGCTGAGTACTT SCGC CAGCCCAAGAACATGAATTC 



Fig. 4 (B) Fortsetzung) 
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Fig. 6 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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SEQUENZ PROTOKOLL 



<110> Deutsches Krebsforschungszentrum 

<120> Spermatogenese- Protein 

<130> K 2767 

<140> PCT/DE99/03972 
<141> 1999-12-08 

<150> DE 198 56 882.7 
<151> 1998-12-10 

<i60> 7 

<170> Patentln Ver. 2.1. 



<210> 1 

<211> 1618 

<212> DNA 

<213> Human 

<220> 
<221> CDS 

<222> (113) . . (1087) 



<400> 1 

agagcccggg gcgagtgggc ctctgctcgt gggtggttct cgtggaggtc agctcccgcg 60 

tgtctccgct cgacagggtg cttgggcaga gcccatcggg taggcgcggg cc atg 115 

Met 
1 

gcg cag tac aag ggc acc atg cgc gag gca ggc cgt gcc atg cac etc 163 
Ala Gin Tyr Lys Gly.Thr Met Arg Glu Ala Gly Arg Ala Met His Leu 
5 10 15 

etc aag aag cgc gaa agg cag egg gag cag atg gag gtg ctg aag cag 211 
Leu Lys Lys Arg Glu Arg Gin Arg Glu Gin Met Glu Val Leu Lys Gin 
20 25 30 

cgc ate gcc gag gag acc ate etc aag teg cag gtg gac aag agg ttc 259 
Arg lie Ala Glu Glu Thr lie Leu Lys Ser Gin Val Asp Lys Arg Phe 
35 40 45 

teg gcg cat tac gac gcc gtg gag gcc gag ctg aag tec age acg gtg 3 07 

Ser Ala His Tyr Asp Ala Val Glu Ala Glu Leu Lys Ser Ser Thr Val 
50 55 60 -65 

ggc ctg gtg acc ctg aac gac atg aag gcc egg cag gag gcc ctg gtc 3 55 

Gly Leu Val Thr Leu Asn Asp Met Lys Ala Arg Gin Glu Ala Leu Val 
70 75 80 

agg gag cgc gag egg cag ctg gcc aag cgc cag cac ctg gag gag cag 403 
Arg Glu Arg Glu Arg Gin Leu Ala Lys Arg Gin His Leu Glu Glu Gin 
85 90 95 



BERICHTIGTE$ BLATT (REGEL 91) 
ISA/EP 
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egg ctg cag cag gag egg cag egg gag cag gag cag egg cgc gag cgc 451 
Arg Leu Gin Gin Glu Arg Gin Arg Glu Gin Glu Gin Arg Arg Glu Arg 
100 105 110 

aag cgt aag ate ccc tgc ctg tec ttt gca eta gac gac etc gat gac 499 
Lys Arg Lys lie Ser Cys Leu Ser Phe Ala Leu Asp Asp Leu Asp Asp 
115 120 125 

cag gec gac gcg gee gag gee agg cgc gec gga aac ctg ggc aag aac 547 
Gin Ala Asp Ala Ala Glu Ala Arg Arg Ala Gly Asn Leu Gly Lys Asn 
130 135 140 145 

ccc gac gtg gac acc age ttc ctg cca gac cgc gac cgc gag gag gag 595 
Pro Asp Val Asp Thr Ser Phe Leu Pro Asp Arg Asp Arg Glu Glu Glu 
150 155 160 

gag aac egg etc cga gag gag ctg cgc caa gag tgg gag gcg cag cgc 643 
Glu Asn Arg Leu Arg Glu Glu Leu Arg Gin Glu Trp Glu Ala Gin Arg 
165 170 175 

gag aaa gtg aag gac gag gag atg gag gtc acc ttc age tac tgg gac 691 
Glu Lys Val Lys Asp Glu Glu Met Glu Val Thr Phe Ser Tyr Trp Asp 
180 185 190 

ggc teg ggc cac egg cgc acg gtg egg gtg cgc aag ggc aac acg gtg 7 39 

Gly Ser Gly His Arg Arg Thr Val Arg Val Arg Lys Gly Asn Thr Val 
195 200 205 

cag cag ttc ctg aag aag gcg ctg cag ggg ctg cgc aag gac ttc ctg 787 
Gin Gin Phe Leu Lys Lys Ala Leu Gin Gly Leu Arg Lys Asp Phe Leu 
210 215 220 225 

gag ctg cgc tec gec ggc gtg gag cag etc atg ttc ate aag gag gac 835 
Glu Leu Arg Ser Ala Gly Val Glu Gin Leu Met Phe lie Lys Glu Asp 
230 235 240 

etc ate ctg ccg cac tac cac acc ttc tac gac ttc ate ate gee agg 883 
Leu lie Leu Pro His Tyr His Thr Phe Tyr Asp Phe lie lie Ala Arg 
245 250 255 

gcg agg ggc aag age ggg ccg etc ttc age ttc gat gtg cac gat gac 931 
Ala Arg Gly Lys Ser Gly Pro Leu Phe Ser Phe Asp Val His Asp Aso 
260 265 270 

gtg cgc ctg etc age gac gee acc atg gag aag gac gag teg cac gcg 979 
Val Arg Leu Leu Ser Asp Ala Thr Met Glu Lys Asp Glu Ser His Ala 
275 280 285 

ggc aag gtg gtg ctg cgc age tgg tac gag aag aac aag cac ate ttc 1027 
Gly Lys Val Val Leu Arg Ser Trp Tyr Glu Lys Asn Lys His lie Phe 
290 295 300 305 

ccc gec age cgc tgg gag gec tat gac ccc gag aag aag tgg gac aag 1075 
Pro Ala Ser Arg Trp Glu Ala Tyr Asp Pro Glu Lys Lys Trp Asp Lys 
310 315 320 

tac acc ate cgc taacacccgc ctgccagagc ggaaaccggg ggtgggggga 1127 
Tyr Thr lie Arg 
325 

gacactcatt tctaggcccc atcaccagtc acttgatttc gtgaccttga tttcttcccc 1187 

caaatttaat aaagacagag ggttctcatg attcacattg gttgtgctat tgctgatgtt 1247 

atgctttggt tgcttggttg gtcttttctg agtattttag tgttgccacc tggatttget 1307 

geattgetet gctgagctgt attgaaacca tgactgggcc cactgtcaga cagaaattag 13 67 
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aataggaggc acatttttta cccggtggtt atgagcatgg actcgggggc ' cacagtgact 1427 

gagtttgatt cccgacacag cctcctcctt gctgtgtagt tttgggtaag cttattaaac 14 87 

ccccatgcct cagtttggtc acctgtaaaa ggaaataaca agagcactta ctttacaaga 1547 

ttgatgtgag tattaagtga attaatattt gtaaaacgct tagctcttaa taaatgtttc 1607 

cgttgttatt a 1618 



<210> 2 
<211> 325 
<212> PRT 
<213> Human 

<400> 2 

Met Ala Gin Tyr Lys Gly Thr Met Arg Glu Ala Gly Arg Ala Met His 
15 10 15 

Leu Leu Lys Lys Arg Glu Arg Gin Arg Glu Gin Met Glu Val Leu Lys 
20 25 30 

Gin Arg lie Ala Glu Glu Thr lie Leu Lys Ser Gin Val Aso Lys Arg 
35 40 45 

Phe Ser Ala His Tyr Asp Ala Val Glu Ala Glu Leu Lys Ser Ser Thr 
50 55 60 

Val Gly Leu Val Thr Leu Asn Asp Met Lys Ala Arg Gin Glu Ala Leu 
65 70 75 80 

Val Arg Glu Arg Glu Arg Gin Leu Ala Lys Arg Gin His Leu Glu Glu 
85 90 95 

Gin Arg Leu Gin Gin Glu Arg Gin Arg Glu Gin Glu Gin Arg Arg Glu 
100 105 110 

Arg Lys Arg Lys lie Ser Cys Leu Ser Phe Ala Leu Asp Asp Leu Asp 
115 120 125 

Asp Gin Ala Asp Ala Ala Glu Ala Arg Arg Ala Gly Asn Leu Gly Lys 
130 135 140 

Asn Pro Asp Val Asp Thr Ser Phe Leu Pro Asp Arg Asp Arg Glu Glu 
145 150 155 ' 160 

Glu Glu Asn Arg Leu Arg Glu Glu Leu Arg Gin Glu Trp Glu Ala Gin 
165 170 175 

Arg Glu Lys Val Lys Asp Glu Glu Met Glu Val Thr Phe Ser Tyr Trp 
180 185 190 

Asp Gly Ser Gly His Arg Arg Thr Val Arg Val Arg Lys Gly Asn Thr 
195 200 205 

Val Gin Gin Phe Leu Lys Lys Ala Leu Gin Gly Leu Arg Lys Asp Phe 
210 215 220 

Leu Glu Leu Arg Ser Ala Gly Val Glu Gin Leu Met Phe lie Lys Glu 
225 230 235 240 

Asp Leu lie Leu Pro His Tyr His Thr Phe Tyr Asp Phe He lie Ala 
245 250 255 
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Arg Ala Arg Gly Lys Ser Gly Pro Leu Phe Ser Phe Asp Val His Asp 
260 265 270 

Asp Val Arg Leu Leu Ser Asp Ala Thr Met Glu Lys Asp Glu Ser His 
275 280 285 

Ala Gly Lys Val Val Leu Arg Ser Tro Tyr Glu Lys Asn Lys His lie 
290 295 300 

Phe Pro Ala Ser Arg Trp Glu Ala Tyr Asp Pro Glu Lys Lys Trp Asp 
305 310 315 320 

Lys Tyr Thr lie Arg 
325 

<210> 3 
<211> 2875 
<212> DNA 
<213> Human 

<400> 3 

gaaacgguca cgaaacatga actggtctgc cctgctcttg gagagttaca gtggaaactg 60 

gcatgttaga ggctcacagt aaagacactg ctacacttta actcagtgtc ccatggttat 120 

tagagcttag aacccggggg aaactgctgt atagaagagg tcaaacaagc tgagtgcagg 180 

ttttgtcacg aaactggggg gcgagtaggg ttctattatc aaagaatggt tgtgttgggg 240 

ccataagaaa gaattacagg cagtggtgcg caggtaatgt tcacgagacg ccacagcggg 300 

gtagcatcag aggcgggagg aggagggttg gagagcaggg ccgtgttgca aggctctctg 360 

ggtggccaca gcagcttgcg ctgcgcccac atngcttctg cgtgtttaca gctgggcacg 420 

agaaggctca gcacgcacgc acagcaggtg ggggcccgcc ctgcccacag cgtgaaaaca 480 

ggagccccgg ccagccacgg ctgggcaggg ccagaagcgc ctcctccagg atcctccccg 540 

cgctggcccg ccccacagga gcaccgcccc taccaggagc ccggagccct tcccagggcc 600 

cgcctccccg ccagggggcg atccacctcc acttcctgtt tccgcagccg ccctaccagg 660 

agcctggcac tctcctcagg gcccgcctcc ccgccagggg gcgcaccgcc tccacttcct 720 

gtgtccacgg ctgtcgcgag agcccggggc gagtgggcct ctgctcgcgg gtggttctcg 780 

tggaggtcag ctcccgcgtg tctccgctcg acagggtgct tgggcaggta agggtccgct 840 

cagtagccca accctctctg tatgcagctc cccaaattca gcgctgcgct caggcatggc 900 

agccacccgt tacgtggggc cgttcgcatt tgcatttatt gaggtcaaat aaaatgctgg 960 

aaattggtgc ctggtgacac tgtcaggttg gtggttaccc tagcaggtcg gcccagcccc 1020 

tgaacgcttc catcactgcc gaaagccctg tgaggaggcg cagagctgag cattccccgc 1080 

cgttgcgtgg gcccccctct acctgccgcg tttttcctct ttgctgcaga gcccatcggg 1140 

taggcgcggg ccatggcgca gtacaagggc accatgcgcg aggcaggccg tgccatgcac 1200 

ctcctcaaga agcgcgaaag gcagcgggag cagatggagg tgctgaagca gcgcatcgcc 1260 

gaggagacca tcctcaagtc gcaggtggac- aagaggttct cggcgcatta cgacgccgtg 1320 
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<210> 4 
<211> 1217 
<212> DNA 
<213> Maus 














<220> 
<221> cDS 
<222> (137) 


. . (1138) 












<400> 4 














artegcaaaa 


gcaccagaag 


gaagagtctt 


ggctcataca 


tcaaaagctg 


cagaatctgt 


60 
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PCT/DE99/03972 



gaactgacat cagacccaga aggctaccag aaacagggac tgggcaggcc aaaaagcctt 120 

gcgctgaact gcaggc atg gcg cag tac aaa ggc acc atg egg gaa get: 169 
Met Ala Gin Tyr Lys Gly Thr Met Arg Glu Ala 
1 5 10 

ggc egg gec atg cac ctg ate aag aag cgt gag aag cag aag gag cag 217 
Gly Arg Ala Met His Leu He Lys Lys Arg Glu Lys Gin Lys Glu Gin 
15 20 25 

atg gag gtg ctg aag cag cgc ate gca gag gag acc ate atg aag tea 265 
Met Glu Val Leu Lys Gin Arg lie Ala Glu Glu Thr He Met Lys Ser 
30 35 40 

aaa gtg gac aag aag ttc teg gca cac tac gac gee gtg gag gec gag 313 
Lys Val Asp Lys Lys Phe Ser Ala His Tyr Asp Ala Val Glu Ala Glu 
45 50 55 

ctg aag tec agt acg gtg ggc ctg gtg acc ctg aat gac atg aag gee 361 
Leu Lys Ser Ser Thr Val Gly Leu Val Thr Leu Asn Asp Met Lys Ala 
60 65 70 75 

aag cag gag gec ctg ctg agg gag egg gag atg cag ctg gee aag agg 409 
Lys Gin Glu Ala Leu Leu Arg Glu Arg Glu Met Gin Leu Ala Lys Arg 
80 85 90 

gag cag ctg gag caa cgc egg ata cag ctg gag atg ctg cgc gag aag 457 
Glu Gin Leu Glu Gin Arg Arg He Gin Leu Glu Met Leu Arg Glu Lys 
95 100 105 

gag cga agg cga gag cgc aag cgc aag ate tec aac ctg tct ttc acg 505 
Glu Arg Arg Arg Glu Arg Lys Arg Lys He Ser Asn Leu Ser Phe Thr 
110 115 120 

ttg gac gag gaa gaa ggt gac caa gag gac age cgc caa gec gag agt 553 
Leu Asp Glu Glu Glu Gly Asp Gin Glu Asp Ser Arg Gin Ala Glu Ser 
125 130 135 

gee gag gec cac agt get gga gee aag aag aac ttg ggc aag aat ccc 601 
Ala Glu Ala His Ser Ala Gly Ala Lys Lys Asn Leu Gly Lys Asn Pro 
140 145 150 155 

gat gtg gac acg age ttc ctg ccc gac cgc gag cgc gag gag gag gag 649 
Asp Val Asp Thr Ser Phe Leu Pro Asp Arg Glu Arg Glu Glu Glu Glu 
160 165 170 

aac egg ttg cgc gag gaa ctg egg cag gag tgg gag gcg aag cgc gag 697 
Asn Arg Leu Arg Glu Glu Leu Arg Gin Glu Trp Glu Ala Lys Arg Glu 
175 180 185 

aag gtg aag ggc gag gag gtg gag ate acc ttc age tac tgg gat ggc 745 
Lys Val Lys Gly Glu Glu Val Glu He Thr Phe Ser Tyr Trp Asp Gly 
190 195 200 

tec ggc cac egg cgc acg gtg cgc atg age aag ggc age acg gtg cag 793 
Ser Gly His Arg Arg Thr Val Arg Met Ser Lys Gly Ser Thr Val Gin 
205 210 215 

cag ttc ctg aag egg gcg ctg cag ggg ctg cgc agg gac ttc egg gag 841 
Gin Phe Leu Lys Arg Ala Leu Gin Gly Leu Arg Arg Asp Phe Arg Glu 
220 225 230 235 

ctg egg gca gcg ggc gtg gag cag etc atg tac gtc aag gag gat etc 889 
Leu Arg Ala Ala Gly Val Glu Gin Leu Met Tyr Val Lys Glu Asp Leu 
240 245 250 
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ate ctg ccg cac tat: cac acc ttc tac 
lie Leu Pro His Tyr His Thr Phe Tyr 
255 260 

egg ggc aag age ggc ccg etc ttc age 
Arg Gly Lys Ser Giy Pro Leu Phe Ser 
270 275 



<210> 5 
<211> 334 
<212> PRT 
<213> Maus 

<400> 5 



Met Ala Gin Tyr Lys Gly Thr Met Arg 
1 5 

Leu lie Lys Lys Ara Glu Lys Gin Lys 
20 25 

Gin Arg lie Ala Glu Glu Thr He Met 
35 40 

Phe Ser Ala His Tyr Asp Ala Val Glu 
50 55 

Val Gly Leu Val Thr Leu Asn Asp Met 
65 70 

Leu Arg Glu Arg Glu Met Gin Leu Ala 
85 

Arg Arg He Gin Leu Glu Met Leu Arg 
100 105 

Arg Lys Arg Lys He Ser Asn Leu Ser 
115 120 

Gly Asp Gin Glu Asd Ser Arg Gin Ala 
130 135 

Ala Gly Ala Lys Lys Asn Leu Gly Lys 
145 150 



PCT7DE99/03972 
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gac ttc ate g~g gec aaa gec 937 
Asp Phe He Val Ala Lys Ala 
265 

ttc gac gtg cac gac gat gtg 985 
Phe Asp Val His Asp Asp Val 
280 

1033 



1081 



1129 



1178 



1217 



Glu Ala Gly Arg Ala Met His 
10 15 

Glu Gin Met Glu Val Leu Lys 
30 

Lys Ser Lys Val Asp Lys Lys 
45 

Ala Glu Leu Lys Ser Ser Thr 
60 

Lys Ala Lys Gin Glu Ala Leu 
75 80 

Lys Arg Glu Gin Leu Glu Gin 
90 95 

Glu Lys Glu Arg Arg Arg Glu 
110 

Phe Thr Leu Asp Glu Glu Glu 
125 

Glu Ser Ala Glu Ala His Ser 
140 

Asn Pro Asp Val Asp Thr Ser 
155 160 



egg ctg ctg age gat gec acg atg gag aaa gat gag tea cac gcg ggc 
Arg Leu Leu Ser Asp Ala Thr Met Glu Lys Asp Glu Ser His Ala Gly 
285 290 295 

aag gtg gtg etc cgc age tgg tac gag aag aac aag cac ate ttc cct 
Lys Val Val Leu Arg Ser Trp Tyr Glu Lys Asn Lys His He Phe Pro 
300 305 310 315 

gee age cgc tgg gag ccc tac gac ccc gag aag aag tgg gac agg tac 
Ala Ser Arg Trp Glu Pro Tyr Asp Pro Glu Lys Lys Trp Asp Arg Tyr 
320 325 330 

acc ate egg tgatgccaag tcccagtttg gggaccttac tccctaacta 
Thr He Arg 



ccgaaaatta ataaatacag agggtccccg taaatcgga 
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Phe Leu Pro Asp Arg Glu Arg Glu Glu Glu Glu Asn Arg Leu Arg Glu 
165 170 175 

Glu Leu Arg Gin Glu Trp Glu Ala Lys Arg Glu Lys Val Lys Gly Glu 
180 185 190 

Glu Val Glu He Thr Phe Ser Tyr Trp Asp Gly Ser Glv His Arg Arg 
195 200 205 

Thr Val Arg Met Ser Lys Gly Ser Thr Val Gin Gin Phe Leu Lys Arg 
210 215 220 

Ala Leu Gin Gly Leu Arg Arg Asp Phe Arg Glu Leu Arg Ala Ala Gly 
225 230 235 240 

Val Glu Gin Leu Met Tyr Val Lys Glu Asp Leu He Leu Pro His Tyr 
245 250 255 

His Thr Phe Tyr Asp Phe He Val Ala Lys Ala Arg Gly Lys Ser Gly 
260 265 270 

Pro Leu Phe Ser Phe Asp Val His Asp Asp Val Arg Leu Leu Ser Asp 
275 280 285 

Ala Thr Met Glu Lys Asp Glu Ser His Ala Gly Lys Val Val Leu Arg 
290 295 300 

Ser Tro Tyr Glu Lys Asn Lys His lie Phe Pro Ala Ser Arg Trp Glu 
305 310 315 320 

Pro Tyr Asp Pro Glu Lys Lys Trp Asp Arg Tyr Thr He Arg 
325 330 



<210> 6 
<211> 1232 
<212> DNA 
<213> Maus 

<400> 6 



ctaaaacctg 


aaagttattc 


tgatcaacca 


tactatacca 


catgcaaaat 


ggagtcagag 


60 


ctttctgtct 


cctctgtagc 


taagatcact 


aatgagttat 


tgtatgaaaa 


ggcaataaaa 


120 


tcatgctgtc 


tggagagtgc 


caatactttc 


agactagtgt 


atcacgtaaa 


ctctttagta 


180 


acaacctaca 


cacaaaaatt 


taatctgtaa 


taatcaaagg 


cccaagtgag 


caacgacagt 


240 


ccaggaaaac 


ttcatgggag 


gattgcattt 


cagttgtcag 


gagatcagac 


gctggcagca 


300 


ggactgcatc 


catcagtcag 


tccaagtcgg 


cagttataca 


tgaccaccac 


ctgattggcc 


360 


caatctctgt 


cctgattggt 


tagagcctgc 


cctagcagtt 


ggccaatgtt 


ttgcatattt 


420 


tctgtgtcag 


ttagaacaaa 


caatattcgc 


aaaagcacca 


gaaggaagag 


tcttggctca 


480 


tacatcaaaa 


ggtgagggga 


ctggcttgaa 


tccagctggg 


gcagatgtgg 


gaggtacagc 


540 


tctttaaact 


cgagtaaaac 


caattgtgaa 


gggagttgaa 


tgttagagga 


aaggaatttg 


600 


tccattatcc 


tgcaagcagg 


ggagactaat 


gagccctatc 


ggtgacataa 


tatcaacatt 


660 


tttattgtaa 


tttaggaatc 


acaaactagc 


aggaaggagg 


aagatgcctt 


aaagggctat 


720 
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gacatatgca 


ctaggaaaat 


agaaattggg 


gcttgttctc 


tctattggtt 


gcttttcact 


780 


gctgtgtcaa 


aagcaaccta 


aggaggagga 


aagggtttat 


tttgattgac 


cgtttgactc 


840 


acatfctaatc 


ctgacagcaa 


gttggcagaa 


gcacggagtc .atgttgtttc 


cgtagtcaga 


900 


aagccgagca 


agataaggac 


tgcgttcatc 


tgcctttccc 


tatttctcct 


ctctactagg 


960 


tctgagactc 


acgcccatgg 


gcatggtaag 


gccatgttca 


agatggtttg 


tctttcccca 


1020 


gttaaatctt 


tctgaaaata 


ctcccaccag 


acaacatgcc 


aagagctgtg 


tatcctaagg 


1080 


ttccaaatcc 


tgttagttga 


caagattaac 


cattacatga 


gtctcacctc 


cttaactcag 


1140 


gtctgatact 


gttagcttat 


agtactgaaa 


gcatactgaa 


ggcttcttgt 


ctctgctaga 


1200 


ttgctctgaa 


ctcctctttt 


ctgccactgc 


ag 






1232 



<210> 7 
<211> 3007 
<212> DNA 
<213> Maus 

<400> 7 



gaattcaaac 


aagccaggga 


gcagcatgag 


ctttaaagca 


gcttgcgata 


tcaaagaaaa 


60 


gaaagatgct 


acggaaatgg 


cgaggaaaca 


tttagacctt 


tggaatgaca 


tggaatgtca 


120 


gagcaaagca 


ctgtttggga 


gctatgcggt 


gaaatggtgt 


cctcagggga 


aacaagaggg 


180 


tttgggggac 


cagtttggag 


tttggaaaga 


gtttgataag 


aggatgccag 


ctgttcatgg 


240 


gaatgagagt 


ccaccgagta 


aagaaggagc 


tacagaaggg 


ttgggaggca 


ctcgtagaga 


300 


gcggtcaatt 


caagttgagt 


ccagttaaat 


taagagatct 


ctcttttccc 


ttgactgaag 


360 


cacagagaaa 


acactttgta 


cttggcccat 


ctctgttgca 


tgcagttccc 


ctgatgtctt 


420 


gtttctcacg 


gcaagggagg 


gagagctcag 


agttcttttg 


tgtactttag 


cactgacaca 


480 


aagtgagttc 


cactaaaact 


ccatgcaaaa 


atcgttccta 


agacttgtgc 


taggatgaaa 


540 


gctccttggg 


atctgccaag 


accataacat 


taacgggagc 


ttaacctagc 


atcatcaccc 


600 


tccaggtgca 


cgtaggggaa 


gctttcaagg 


actctttttc 


ttcccttgct 


tctgtcctgc 


660 


aggagtgggg 


tccaacaagg 


gcaggtacta 


tcctaaaagg 


ccaacccccc 


tcatcaggag 


720 


acacggtttt 


ccacttgacc 


ccagcttcac 


tgtggctagt 


tctcaggaac 


ccaggcccag 


780 


gctctctcat 


tgctctgctc 


ttgcatggct 


gtgcatgagc 


agacacgggc 


agcatgtggt 


840 


ttgctctgca 


gaccaacctc 


tacatgcaaa 


cccctcaaaa 


cctactgtac 


taactcagta 


900 


gtcacatgag 


gctatctcag 


tttgaagtaa 


aattgctccg 


ttggtgacag 


tagttgcatt 


960 


tcaagtactg 


aggggccttc 


tgtgatcagt 


agttaccaca 


tcgggtcacc 


ctggagacag 


1020 


actcatcaga 


gaggaagctc 


cattgtaggg 


ctctggtgta 


gaccattaat 


gacgcagctg 


1080 


tactggtttg 


attctcgagc 


gttttgttta 


gttgttgttt 


gtttgtttgt 


tcctagctgc 


1140 



BERICHTIGTES BLATT (RE0EL 91) 
ISA/EP 



WO 00/34472 



PCT/DE99/03972 



10 



agaatctgtg 


aactgacacc 


agacccagaa 


ggctaccaga 


aacagggact 


gggcaggcca 


1200 


aaaagccttg 


cgctgaactg 


caggcatggc 


gcagtacaaa 


ggcaccatgc 


gggaagctgg 


1260 


ccgggccatg 


cacctgatca 


agaagcgtga 


gaagcagaag 


gagcagatgg 


aggtgctgaa 


1320 


gcagcgcatc 


gcagaggaga 


ccatcatgaa 


gtcaaaagtg 


gacaagaagt 


tctcggcaca 


1380 


ctacgacgcc 


gtggaggccg 


agctgaagtc 


cagtacggtg 


ggcctggtga 


ccctgaatga 


1440 


cacgaaggcc 


aagcaggagg 


ccctgctgag 


ggagcgggag 


atgcagctgg 


ccaagaggga 


1500 


gcagctggag 


caacgccgga 


tacagctgga 


gatgctgcgc 


gagaaggagc 


gaaggcgaga 


1560 


gcgcaagcgc 


aagatctcca 


acctgtcttt 


cacgttggac 


gaggaagaag 


gtgaccaaga 


1620 


ggacagccgc 


caagccgaga 


gtgccgaggc 


ccacagtgct 


ggagccaaga 


agaacttggg 


1680 


caagaatccc 


gatgtggaca 


cgagcttcct 


gcccgaccgc 


gagcgcgagg 


aggaggagaa 


1740 


ccggttgcgc 


gaggaactgc 


ggcaggagtg 


ggaggcgaag 


cgcgagaagg 


tgaagggcga 


1800 


ggaggtggag 


atcaccttca 


gctactggga 


tggctccggc 


caccggcgca 


cggtgcgcat 


1860 


gagcaagggc 


agcacggtgc 


agcagttcct 


gaagcgggcg 


ctgcaggggc 


tgcgcaggga 


1920 


cctccgggag 


ctgcgggcag 


cgggcgtgga 


gcagctcatg 


tacgtcaagg 


aggatctcat 


1980 


cctgccgcac 


tatcacacct 


tctacgactt 


catcgtggcc 


aaagcccggg 


gcaagagcgg 


2040 


cccgctcttc 


agcttcgacg 


tgcacgacga 


tgtgcggctg 


ctgagcgatg 


ccacgatgga 


2100 


gaaagatgag 


tcacacgcgg 


gcaaggtggt 


gcttcgcagc 


tggtacgaga 


agaacaagca 


2160 


catcttccct 


gccagccgct 


gggagcccta 


cgaccccgag 


aagaagtggg 


acaggtacac 


2220 


catccggtga 


tgccaagtcc 


cagtttgggg 


accttactcc 


ctaactatcg 


aaaattaata 


2280 


aatacagagg 


gtccccgtaa 


atcggatgtg 


ttggttctgt 


acctggcgtc 


attcttcggt 


2340 


gtttttaatg 


tttctgtttg 


cggctccttt 


gtgttctgtg 


tgaaaaggga 


catgtttttg 


2400 


actaagtggg 


ttgtgcacat 


tagcttggtg 


ggccagcaga 


ctgggtttga 


ttttcttgct 


2460 


caatgtctta 


cttgtgttgt 


gagcaaaatc 


attgcggtca 


attgactcct 


tttccccacc 


2520 


tatacaagga 


agttacaccc 


cttcaggcca 


gcgtgaggag 


tgagttaata 


tttgtaaaca 


2580 


cttggaactc 


actcagtaaa 


tgcctgctgt 


ttttgtgggc 


ctggttgctt 


tactaaagaa 


2640 


tgcctacgcg 


atccatctct 


gaaatgtcaa 


aaccagggta 


gacctgcata 


tgtcattggt 


2700 


ttcagggtca 


gtcggtgcct 


gaaagctggt 


gtacagctta 


taagatcgga 


ggcgcttatt 


2760 


tttcttatct 


tcacccaaag 


ctcacatcta 


catggcaaga 


ttctaaatcc 


cgccctttaa 


2820 


gtttgtatat 


gttactcatt 


gttgagtgtt 


ttgttaattt 


tcacttaaaa 


acgtctaaaa 


2880 


tacagtgcat 


ctctttcacg 


gattttttta 


agttacccct 


tttatgttaa 


agaccaagac 


2940 


ttatactttg 


gatctcttgc 


tctgtttctg 


gcgctgagta 


cttgcgccag 


cccaagaaca 


3000 


tgaattc 
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IPK 7 C12N15/12 C07K14/47 C07K16/18 A61K38/17 
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B. RECHERCHIERTE GEB1ETE 
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EMBL DATABASE ; ACCESSION NUMBER D83389, 
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Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
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Bemerkung: Obwohl die Anspruche 9-11, insosweit sie sich auf einem in-vivo 
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tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete 
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Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeidung beziehen. die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daG eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. | 1 Anspruche Nr. 
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Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheittichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 
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• 1 internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebiihren entrichtet worden sind, namlich auf die 

Anspruche Nr. 



□ 



Der Anmeider hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet- Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erw&hnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
fa3t 
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To: 

Assistant Commissioner for Patents 
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Office 
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Washington, D.C.20231 

PTAT<^-l INK H'AMFRini JF - 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 

02 August 2000 (02.08.00) 




International application No. 
PCT/DE99/03972 


Applicants or agent's file reference 
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International filing date (day/month/year) 
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Priority date (day/month/year) 
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Applicant 
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VERTRAG UBER^fe INTERNATIONALE ZUSAMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUN 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 




Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
XXX 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE99/03972 


Internationales Anrr\e\de6a\un\p~ag/Monat/Jahr) 
08/12/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
10/12/1998 


Internationale Patentklassification (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N15/12 


Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM et al. 



1. . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der Internationale vorl&ufigen Prufung beauftragte 

Be horde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem iiegen dem Bericht AN LAG EN bei; dabei handett es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die ge&ndert wurden und diesem Bericht zugrunde Iiegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
I S Grundlage des Berichts 



Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Datum der Einreichung des Antrags 
05/07/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
28.11.2000 


Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

^ Europaisches Patentamt 
/m) D-80298 Munchen 
C^ 7 Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter 

(t <§ n 

Wimmer, G \% jg/' )I 

Tel. Nr. +49 89 2399 7347 X*****^/ 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03972 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt aufeine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgefegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts a/s "ursprungiich eingereicht" and sind ihm 
nicht beigefugt, well sie keine Anderungen enthalten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1 -1 1 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1 -1 1 ursprungliche Fassung 



Zeichnungen, Blatter: 

1/9-9/9 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen Behorde in der Sprache: , zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache eingereicht; 
dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, dass das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, dass die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03972 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Griinden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1 -1 1 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 -1 1 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 -8 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03972 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

B grund t F stst llung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich d rN uheit, d r 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung. 

Der Antrag entspricht den Bestimmungen gemaB Art. 33 PCT. 

1 ) Im AnschluB wird auf folgende Dokumente Bezug genommen (die Reihenfolge der 
Dokumente entspricht der Reihenfolge ihrer Auflistung im Internationalen 
Recherchenbericht): 

D1 : WO 97 22625 A (INDIANA UNIVERSITY FOUNDATION ;PESCOVITZ ORA H 

(US); WILLIAMS DAVI) 26. Juni 1997 (1997-06-26) 
D2: TOYODA A ET AL: 'Human HXC-26 gene' EMBL DATABASE ; ACCESSION 

NUMBER D83389, 19. Februar 1997 (1997-02-19), XP0021 35680 
D3: SEDLACK Z. ET AL.: 1 X5L gene; XAP-5-like protein.* EMBL DATABASE, 

ACCESSION NUMBER Y18503, 30. Juni 1999 (1999-06-30), XP0021 35681 

Die beanspruchte Prioritat der vorliegenden Anspruche ist gultig. Dokument D3 
wurde daher zur Begutachtung dieser Anspriiche nicht einbezogen. 



Neuheit aemaB Art. 33(2) PCT. 

2) Der Stand der Technik beschreibt kein Protein, welches dem der Anmeldung 
gemaB Fig. 1 entspricht, oder ein Protein, welches zu dem der Anmeldung 80% 
oder mehr homolog ware. Anspruche 1 und 2 werden demnach als neu angesehen. 

3) Ebenso wird keine DNA-Sequenz gemaB beschrieben, die fur ein solches Protein 
kodieren wurde. Anspruche 3 und 4 sind demnach ebenso neu. 

4) Durch ihre Referenz auf einen der zuvor genannten Anspruche, konnen auch die 
Gegenstande und Verfahren der Anspruche 5-11 als neu angesehen werden. 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03972 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Erfinderische Tatiakeit aemaft Art. 33(3^ PCT. 

5) Fur die Bereitstellung des Proteins und der entsprechenden DNA-Sequenz der 
vorliegenden Erfindung, kann Dokument D1 als nachster Stand der Technik 
herangezogen werden. D1 beschreibt das Growth Hormone Releasing Hormone, 
und verwandte Peptide, sowie deren Rolle und Verwendung in der Beeinflussung 
der Spermatogenese. 

Jedoch ist das Protein bzw. die Peptide von D1 zum Protein der vorliegenden 
Anmeldung vollig unterschiedlich; dariiber hinaus bestehen in keinem Dokument 
zum Stand der Technik Hinweise, die den Fachmann zur Isolation des Proteins 
oder der DNA-Sequenz der Anmeldung leiten wurden. 

Fur Anspruche 1-11 wird deshalb ein erfinderischer Schritt gemaG Art. 33(3) PCT 
anerkannt. 

Gewerbliche Anwendbarkeit aemaB Art. 33(4) PCT. 

6) Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden Anspruche 9- 
1 1 gewerblich anwendbar sind, gibt es in den PCT-Vertragsstaaten keine 
einheitlichen Kriterien. Die Patentierbarkeit kann auch von der Formulierung der 
Anspruche abhangen. Das EPA beispielsweise erkennt den Gegenstand von 
Anspruchen, die auf die medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet sind, 
nicht als gewerblich anwendbar an (Regel 67.1(iv) PCT); es konnen jedoch 
Anspruche zugelassen werden, die auf eine bekannte Verbindung zur erstmaligen 
medizinischen Anwendung und die Verwendung einer solchen Verbindung zur 
Herstellung eines Arzneimittels fur eine neue medizinische Anwendung gerichtet 
sind. 
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VERTRAMBER DIE INTERNATIONALE Zl 
^*UF DEM GEBIET DES PATENT 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



MMENARBEIT 
oENS 



Aktenzeichen des Anmelders Oder An wafts 

K 2767 Wd 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 99/03972 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

08/12/1999 


(FrOhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

10/12/1998 


Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM et al . 





Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gema& 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfafct insgesamt _3 Blatter. 

|~X"| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



2. 
3. 

4. 



Grundtage des Berlchts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

| | Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotide und/oder Amlnosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

[X] in der internationalen Anmeldung in Schrrflicher Form enthalten ist. 

| | zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

[X| bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

[X] Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

fX"| Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

|"X"| Bestlmmte Anspruche ha ben slch als nlcht recherchlerbar erwlesen (siehe Feld I). 
[ | Mangel nde Elnheltllchkert der Erflndung (siehe Feld II). 

Hinsichtlich der Bezelchnung der Erflndung 

pT| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

H/l wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. - 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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V Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE 99/03972 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemaB Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 



Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 

Bemerkung: Obwohl die Anspruche 9-11, insosweit sie sich auf einem in-vivo 
Verfahren beziehen, auf ein Verfahren zur Behandlung des menschl ichen/ 
tierischen Kdrpers beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete 
sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

2. | | Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann t namlich 



3. | | Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgestelft, daB diese internationale Anmeldung mehrere Eriindungen enthaft: 



1. I I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

' — ' internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2 I I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 

I — ' zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert 



3. I I Da der Anmelder nur eintge der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' — I internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
Anspruche Nr. 



4. | | Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hlnslchtllch elnes Wlderspruchs | | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahrt. 

| j Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



9. 



[ternatlonales Aktenzeichen 

CT/DE 99/03972 



I A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7- C12N15/12 C07K14/47 C07K16/18 A61K38/17 



Nach der International en Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C07K C12N 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der interna tionalen Recherche kortsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtt. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



p,x 



WO 97 22625 A (INDIANA UNIVERSITY 
FOUNDATION ;PESCOVITZ ORA H (US); WILLIAMS 
DAVI) 26. Juni 1997 (1997-06-26) 
Zusammenf assung; Anspriiche 5-20 

T0Y0DA A ET AL. : "Human HXC-26 gene" 
EMBL DATABASE ; ACCESSION NUMBER D83389, 
19. Februar 1997 (1997-02-19), XP002135680 
das ganze Dokument 

SEDLACK Z. ET AL. : " X5L gene; 
XAP-5-like protein." 

EMBL DATABASE, ACCESSION NUMBER Y18503, 
30. Juni 1999 (1999-06-30), XP002135681 
das ganze Dokument 



1-11 



1-6 



1-6 



□ 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



ID 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem international en 
Anmeidedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
schernen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die a us einem anderen be son der en Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Aussteilung oder andere MaRnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeidedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priori tatsdatum veroffentlicht worden ist 



T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeidedatum 
oder dem Priori tats datum veroffentlicht worden ist und m it der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbrndung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"&" Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



13. April 2000 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



08/05/2000 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31 -70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Gurdjian, D 
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INTEBN, 



NATIONAL SEARCH REPORT 

at Ion on patent family members 



f 



International Application No 

CT/DE 99/03972 



Patent document 


Publication 


Patent family 


Publication 


cited in search report 


date 


member(s) 


date 



WO 9722625 



26-06-1997 



AU 



1468797 A 



14-07-1997 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1 992) 



ID . 
XX 
AC 
XX 

sv 

XX 
DT 
DT 
XX 
DE 
DE 
XX 
KW 
XX 
OS 

oc 
oc 

XX 

RN 

RP 

RA 

RT 

RL 

RL 

RL 

RL 

XX 

RN 

RP 

RA 

RT 

RT 

RL 

XX 

RN 

RA 

RT 

RT 

RL 

XX 

FH 

FH 

FT 

FT 
FT 

FT 

FT 

FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 



HSD261S3 
D83389; 
D83389 .1 



Standard; DNA; HUM; 2471 BP. 

XP-0021 35680 



p.d. \&.\QL\ \ 




19-FEB-1997 (Rel . 51, Created) 

21-JAN-1999 (Rel. 58, Last updated, Version 2) 

Human HXC-26 gene, exon 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 and complete 
cds . 

HXC-26 . 

Homo sapiens (human) 

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Teleostomi; 
Euteleostomi ; Mammalia; Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo. 

[1] 

1-2471 
Toyoda A . ; 

Submitted (05 - FEB - 1996 ) to the EMBL/GenBank/DDBJ databases. 

Atsushi Toyoda, Soka University, Faculty of Engineering; 1-236 Tangi, 

Hachioji, Tokyo 192, Japan (E-mail :atoyoda©t . soka . ac .j p, Tel : 0426 - 9 1 - 9489 , 

Fax:0426-91-9312) 

12] 

1-2471 

Toyoda A., Sakai T. , Sugiyama Y. , Kusuda J., Hashimoto K. # Maeda H.; 
"Isolation and analysis of a novel gene, HXC-26, ajacent to the rab GDP 
dissociation inhibitor gene located at Xq28 region"; 
Unpublished . 

(3] 

Toyoda A., Sakai T., Sugiyama Y., Kusuda J., Hashimoto K . , Maeda H.,- 
"Isolation and analysis of a novel gene, HXC-26, adjacent to the rab GDP 
dissociation inhibitor gene located at human chromosome Xq28 region"; 
DNA Res. 3:337 -340(1996) . 



Key 

source. 



intron 



ejiOJi 



Location/ Quali f iers 
1. .2471 

/chromosorae="X" 
/db_xre£= " taxon : 96Q6 " 
/ s equenced_mo 1 - M DNA " 
/ organ ism=" Homo sapiens' 
/map="Xq28" 
1 . . 337 
/ number- 4 
join (D83261 . 1 
D83388. 1:837. 
1535 . . 1589 , 1737 
/codon_s tart- 1 
/gene="HXC- 26" 
/protein id= " BAAl 19 07 . 1" 

/trans la t ion= " MHLMKKREKQREQMEQMKQRI AEENIMKSNIDKKFSAHYDAVEAE 

LKSS WGLVTLNDMKAKQEALVKEREKQIiAKKEQSKELQMKLEKLREKERKKEAKRKIS 

SLSFTLEEEEEGGEEEEEAAMYEEEMEREEITTKKRKLGKNPDVDTSFLPDRDREEEEN 

RLREELRQEWEAKQEKIKSEEIEITFSYWDGSGHRRTVKMRKGNTMQQFLQKALEILRK 

DFSELRSAGVEQLMYIKEDLIIPHHHSFYOFIVTKARGKSGPLFNFDVHDDVRLLSDAT 

VEKDESHAGKvVLRSWYEKNKHIFPASRWEPYDPEKKWDKYTIR ,, 

338. .414 

/ number- 5 



;69 2. .7 60, D83388. 1:56. . 14 0 , D83 3 88 . 1 : 2 34 . .333, 
.982,338. .414, 544. .610, 747. .808,1075. .1151*, 
1785, 1883. .19 53, 2063.. 2173, 2278. .2286} 



BNSDOCID: <XP 21 35680 A_l_> 



FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
XX 
SQ 



intron 

exon 

intron 

exon 

intron 

exon 

intron 

intron 

exon 

intron 

intron 

intron 
fijion 



Sequence 24 

ctgcagcccc 

tactacaggt 

tgctatgttg 

tccccaagtg 

atcgactgtt 

ataa taatgc 

ctggggaaga 

gctgcctggc 

ccaggctctg 

caggaggagg 

aagatcaaga 

cctgtccaca 

gaccaagagg 

tggctctggg 

atgggcccag 

ccagggatcc 

aggcctggct 

gcccttctgc 

aagggcaaca 

agtgagctga 

cagcccgggt 

ctgggcactc 

agct ttgctg 

cagtcctgtg 

gccccagcat 

ctcttgccca 

acatcaagga 

ggtgcagcac 

tggggagggg 

acagcttcta 



415 . .543 
/number- 5 
544.. 610 
/number- 6 
611 . .746 
/number=6 
747 . .808 
/number=7 
809 . .1074 
/number- 7 
1075. .1151 
/number- 8 
1152. . 1534 
/number=8 
1535 . .1589 
/number=9 
1590. . 1736 
/number=9 
1737. . 1785 
/number^ 10 
1786. . 1882 
/ number=10 
1883. .1953 
/number- 11 
1954 . .2062 
/number=ll 
2063 . .2173 
/ number=12 
2174 . .2277 
/number=12 
2278. .2471 
/number- 13 



71 BP; 441 
gacctcgcag 
gcgccaccac 
cccatgctgg 
ttgggttgac 
ctcaaggtat 
tatgatattc 
acccagacgt 
cctgaccccg 
cgtgcaccct 
agaatcggct 
gtgagtgttt 
gtctcctggg 
cagctctgcc 
caccggcgga 
cctccctcag 
tgaggataac 
gaggctctgc 
aggcttccgc 
cca tgcagca 
ggtgtgaggt 
gccagacacc 
tcctcccaaa 
agagcggcct 
ctcactaaac 
gggctctcct 
cgccctcctg 
ggacttgatc 
cctgggcttt 
ccgagatgga 
cgacttcatc 



A; 762 C; 7 

gctcaagcga 

acccggctga 

tctccacctc 

aagcgtgagc 

gcttggggga 

ggcttctttt 

tgacacaagc 

gcctcgactc 

gagcagccct 

tcgggaagag 

gcggagtcag 

tggtgcgctg 

ttgtaggtga 

cagtcaaggt 

gttccgtggg 

tggctccagg 

agcgtctggc 

cttcccttcc 

gttcctgcag 

gtgcgtgtgt 

cagtgtgatg 

agagggggtc 

gccttggttc 

ca tggagctt 

gggctggctg 

ccttcctccc 

atccctcacg 

ggctcaggct 

ccatcaagac 

gtcaccaagg 



55 G; 513 T; 0 other; 
tcctcccacc tcagccttct 
tttttttgag ttttagtaga 
ctgggctcaa gtgatccttc 
ctctgtgccc gccctaggct 
cctgggcgtc ggcatatcaa 
gttccagaga tcaccacgaa 
ttcttgcctg atcgagaccg 
cagccctggt ggagaccctt 
gggcctcacc tgtctgcctg 
ctgcggcagg agtgggaagc 
acgcgagggg cctgggccca 
agccccaagg ctgctctcag 
ggagatcgag atcaccttca 
aggcagcgtg cagcctgctt 
aaggaactga ccttcctgac 
gcctggcccc ctgtctgggg 
agggccctct gggcctctgc 
caactcctgg attcccggat 
aaggcgctcg agatccttcg 
gcacggtggt gtgtgtggca 
tgggcgctgt ctgggcaagc 
aggctcctct tcccttccct 
cttagcccaa aggtggaggg 
ccctcacagc caactggccg 
tctcctccct ccctgggcag 
tcaggtccgc aggggtggag 
tgagtccctt cagccccagt 
ggtgggggca gtgtgcgcag 
gccgctttcc tgcccttggc 
cacgggggaa gagtggtgag 



gagtagctgg 
gacgaggtct 
tgcctcatcc 
tgtcttctag 
aatcattttt 
gaagagaaaa 
tgaggtaaag 
gcttagggag 
ctccctctcc 
caagcaggag 
agccagcttc 
tggggctgga 
gctactggga 
cctgctcacc 
ttgggaagcc 
agtgaggccc 
cttgt tgaga 
acagatgaga 
gaaagacttc 
cctgtggctc 
aagcagcgtg 
cccaccagag 
tgctgggcgc 
ctgcttccca 
gggtgctgtc 
cagctcatgt 
acccgcagtg 
gcggggggtg 
tcccagcatc 
tgccgccgac 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
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1020 
1080 
1140 
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ccagccgccc ccatagcacc ttgccgccga tgttgtcact ggggcagcag cgggacattg 1860 

ggctgtcact tctcccctgc aggaccactc ttcaactttg atgttcatga cgatgtgcgg 1920 

ttgctcagtg acgccactgt ggagaaggat gaggtacagc gtagggggcc gtgtgagggg 1980 

gaacgggtgt ccctgggcta tggaggagaa gccaagggaa ggggaggtca gcaggcggcc 2040 

ctgtgccctc ttcctccctt agtcccatgc aggcaaggtg gtgctgagga gctggtacga 2100 

gaagaacaag cacatctttc ccgccagccg ctgggaaccc tacgaccctg aaaagaagtg 2160 

ggacaagtac acggtgagga ggggctggca gggacccctc caagttgggg acggcagcca 2220 

gcccctgctc acccctcgcc ttccttgtct cctctgccca ccttgtcctc acactagatc 2280 

cgctgagcat ccaggagctg cgcggccccg gctcctcagc tccctcagtg tgccccgtgg 2340 

tgtcaccggg actccaggca cccgctcccc tgcgaccatg ccaggcacgc tgggaggagg 24 00 

acggcagctg ctcgtgtcct gcccctgcca catcagtgac tgctttattc ttttccaata 2460 

aagaagtgca c 2471 
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ID 
XX 
AC 
XX 

sv 



HOSA18503 



standar 




RNA; HUM; 1618 BP. 



Y'18503; 



XP-0021 35681 




Y1850.3. 1 



P- 



XX 1 ' 

DT 30-JUN-1999 (Rel. 60, Created) 

DT 17-NOV-1999 (Rel. 61, Last updated, Version 2) 
XX 

DE Homo sapiens mRNA for X5L protein 
XX 

KW X5L gene; XAP-5-like protein. 
XX 

OS Homo sapiens (human) 

OC Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Teleostomi; 

OC Euteleostomi ; Mammalia; Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo. 

XX 

RN [ 1 ] 

RA Sedlack Z., Munstermann E. , Dhorne-Pollet S., Otto C, Bock D., Schutz G., 

RA Poustka A. ; 

RT "Human and mouse XAP-5 and XAP-5-like (X5L) genes: Identification of an 

RT ancient functional retroposon differentially expressed in testis" ; 

RL Genomics 61:125-132(1999). 
XX 

RN [2] - 

RP 1-1618 

RA Sedlacek Z . ; 

RT 

RL Submitted ( 04-DEC-1998 ) to the EMBL/GenBank/DDBJ databases. 

RL Z. Sedlacek, Deutsches Krebsf orschungszentrum , Im Neuenheimer Feld 280, 

RL 69120 Heidelberg, FRG 

XX 

DR SPTREMBL; Q9Y247; Q9Y247 . 
XX 

FH Key Location/Qualifiers 



FH 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 



CDS 



source 



1 . . 1618 

/db_xref ="taxon : 9606" 
/organism="Homo sapiens" 
/dev_stage=" infant" 
/tissue__type="brain" 
113 . . 1090 

/db_xr e f = " S PTREMBL : Q 9 Y 2 4 7 " 
/gene="X5L" 

/product="XAP-5-like protein" 
/protein_id="CAB46272 . 1" 

/trans lation="MAQYKGTMREAGRAMHLLKKRERQREQMEVLKQRIAEETILKSQV 

DKRFSAHYDAVEAELKSSTVGLVTLNDMKARQEALVRERERQLAKRQHLEEQRLQQERQ 

REQEQRRERKRKISCLSFALDDLDDQADAAEARRAGNLGKNPDVDTSFLPDRDREEEEN 

RLREELRQEWEAQREKVKDEEMEVTFSYWDGSGHRRTVRVRKGNTVQQFLKKALQGLRK 

DFLELRSAGVEQLMFTKEDLILPHYHTFYDFIIARARGKSGPLFSFDVHDDVRLLSDAT 

MEKDESHAGKWLRSWYEKNKHIFPASRWEAYDPEKKWDKYTIR" 

1596.. 1601 

/gene="X5L" 

1618 

/gene="X5L" 



FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
FT 
XX 
SQ 



Sequence 1618 BP; 356 
agagcccggg gcgagtgggc 
tgtctccgct cgacagggtg 
gtacaagggc accatgcgcg 
gcagcgggag cagatggagg 
gcaggtggac aagaggttct 
cacggtgggc ctggtgaccc 



polyA_signal 



polyA_site 



A; 431 C; 518 G; 313 T; 0 other; 



ctctgctcgt gggtggttct cgtggaggtc agctcccgcg 

cttgggcaga gcccatcggg taggcgcggg ccatggcgca 

aggcaggccg tgccatgcac ctcctcaaga agcgcgaaag 

tgctgaagca gcgcatcgcc gaggagacca tcctcaagtc 

cggcgcatta cgacgccgtg gaggccgagc tgaagtcca^ 

tgaacgacat gaaggcccgg caggaggccc tggtcaggga 
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gcgcgagcgg 
gcagcgggag 
actagacgac 
caagaacccc 
ccggctccga 
ggagatggag 
gcgcaagggc 
cttcctggag 
cctgccgcac 
gccgctcttc 
gaaggacgag 
catcttcccc 
catccgctaa 
aggccccatc 
gacagagggt 
ttggttggtc 
gagctgtatt 
ttttttacct 
gacacagcct 
tttggtcacc 
taagtgaatt 



cagctggc 

caggagcagc 

ctcgatgacc 

gacgtggaca 

gaggagctgc 

gtcaccttca 

aacacggtgc 

ctgcgctccg 

taccacacct 

agcttcgatg 

tcgcacgcgg 

gccagccgct 

cacccgcctg 

accagtcact 

tctcatgatt 

ttttctgagt 

gaaaccatga 

ggtggttatg 

cctccttgct 

tgtaaaagga 

aatatttgta 



agcgccagca 
ggcgcgagcg 
aggccgacgc 
ccagcttcct 
gccaagagtg 
gctactggga 
agcagttcct 
ccggcgtgga 
tctacgactt 
tgcacgatga 
gcaaggtggt 
gggaggccta 
ccagagcgga 
tgatttcgtg 
cacattggtt 
attttagtgt 
ctgggcccac 
agcatggact 
gtgtagtttt 
aataacaaga 
aaacgcttag 



cctggaggag 
caagcgtaag 
ggccgaggcc 
gccagaccgc 
ggaggcgcag 
cggctcgggc 
gaagaaggcg 
gcagctcatg 
catcatcgcc 
cgtgcgcctg 
gctgcgcagc 
tgaccccgag 
aaccgggggt 
accttgattt 
gtgctattgc 
tgccacctgg 
tgtcagacag 
tgggggccac 
gggtaagctt 
gcacttactt 
ctcttaataa 



cagBfgctgc 

atctcctgcc 
aggcgcgccg 
gaccgcgagg 
cgcgagaaag 
caccggcgca 
ctgcaggggc 
ttcatcaagg 
agggcgaggg 
ctcagcgacg 
tggtacgaga 
aagaagtggg 
ggggggagac 
cttcccccaa 
tgatgttatg 
atttgctgca 
aaattagaat 
agtgactgag 
attaaacccc 
tataagattg 
atgtttctgt 



agcaggagcg 
tgtcctttgc 
gaaacctggg 
aggaggagaa 
tgaaggacga 
cggtgcgggt 
tgcgcaagga 
aggacctcat 
gcaagagcgg 
ccaccatgga 
agaacaagca 
acaagtacac 
actcatttct 
atttaataaa 
ctttggttgc 
ttgctctgct 
aggaggcaca 
tttgattccc 
catgcctcag 
atgtgagtat 
tgttatta 
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GHRH-RP COMPOSITIONS AND METHODS 



This invention was made with support from NIH Grant 
Ncs . ROl DK41899, K04 DK02042 and F32 DK09GO0. The 
government has certain rights in the invention. 



REFERENCE TO RELATED APPLICATION 

This application claims priority upon U.S. Patent 
15 Application Serial No. 60/008,933 filed December 20, 1995. 
which is hereby incorporated by reference in its entirety. 



20 The present invention relates generally to 

biotechnology, and in particular to novel uses and 
production of Growth Hormone Releasing Hormone Related 
Peptide (GHRH-RP) . 

25 As further background, Growth Hormone Releasing Hormone 

(GHRH) is known to be the hypothalamic factor that 
stimulates the release of pituitary growth hormone. Rat 
GHRH mRNA and peptide have been identified in multiple 
tissues outside of the hypothalamus including gut, placenta 

30 and gonads. M.O. Thorner et ai . , Acta Endocrinol fSuppl] 
(Copenh) 276, 34 (1986) ; T.C. Bruhn, R.T. Mason, W. Vale, 
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Endocrinology 117, 1710 (1985); O.K. Pescovitz, N. Johnson, 
S.A. Berry, Pediatr. Res. 29, 510 (1990); G. Meigan, A. 
Sasaki, K. Yoshinaga, Endocrinology 123, 1098 (1988); A. 
Bagnato, C. Moretti, J . Ohnishi, G. Frajese, K.J. Catt, 
5 Endocrinology 130, 1097 (1992); S.A. Berry and O.K. 

Pesccvitz, Endocrinology 123, 661 (1988). Southern blot 
analysis of rat genomic DNA indicates that there is a 
single GHRH gene. Alternate first excns are used to 
regulate differential GHRH mRNA transcription in various 
10 tissues. K.E. Kayo, G.M. Cerelli, M.G. Rosenfeld, R . M . 
Evans, Nature 314, 464 (1985); Gonzalez - Crespc and A . 
Boronat, Proc . Natl. Acad. Sci . t/SA 88, 8749 (1991); C.H. 
Srivastava, B.S. Monts, J.K. Rothrock, M.J. Peredo, O.K. 
Pescovitz, Endocrinology 136, 1502 (1995). Exons 2 through 
15 5 are common to all tissues and encode for a 104 amino acid 
GHRH precursor peptide. This peptide is cleaved into a 2 9 
amino acid N-terminal signal peptide, the mature 43 amino 
acid GHRH peptide, and a putative 30 amino acid C-termxnal 
peptide, referred to as GHRH-Related Peptide (GHRH-RP) . 

20 

GHRH is postulated to have arisen from a single 
ancestral gene approximately 1250 million years ago. R.M. 
Campbell and C.G. Scanes, Growth Regulation 2, 175 (1992). 
This gene is believed to give rise to the various GHRH 

25 family members including glucagon, secretin, pituitary 
adenylate cyclase activating peptide (PACAP), and 
vasoactive intestinal peptide (VIP) . While the other 
members of this family are known to produce more than one 
functional peptide from their precursor proteins, exon loss 

30 was hypothesized to explain the occurrence of a single 

peptide product for both the GHRH and secretin genes. R.M. 

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) 
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Campbell and C.G. Scanes, Growth Regulation 2, 175 (I?92). 
Pre-pro-VIP produces both peptide histidine isoleucir.e and 
VIP and proteolytic cleavage of the PACA.? precursor 
produces PACAP- related peptide and PACA? . 

5 

The GHRH mRNA and peptide and other members of the GHRK 
family have previously been identified in testicular 
tissue. S.A. Bery, C.H. Srivastava, L . R . Rubin, W.R. 
Phipps, O.K. Pescovitz, J. Clin. Endo. Metab. 75, 231 
10 (1992); M. Chta, S. Funakoshi, T. Kawasaki, N. Itch, 

Biochem. Bicphys . Res . Comm. 183, 290 (1992); S. Shicda e: 
al . , Endocrinology 135, 818 (1994); R. Hakanson, F. 
Sundier, R. Uddmar. , in Vasoactive Intestinal Peptide, S. 
Said, Ed. (Raven Press, New York 1982), pp. 121-144. The 
15 GHRH transcript is localized to sperma togenic cells, is 
develcpmentaiiy regulated ana is actively transcribed 
during the onset of spermatogenesis. C.H. Srivastava et 
al . , Endocrinology 133, 83 (1993); S.A. Berry and O.K. 
Pescovitz, Endocrinology 127, 1404 (1990). Northern blot 
20 analysis of RHA from separated testicular ceils 
demonstrates the highest amounts of GHRH mRNA in 
spermatocytes and immature round spermatids. GHRH mRNA is 
not present in more mature elongating spermatids and 
epididymal sperm. Using immunohistochemical analysis, the 
25 GKRH peptide is localized to both germ cells (O.H. 

Pescovitz et al . , Endocrinology 127, 2336 (199C)) and 
Leydig cells (T. Ciampani , A. Fabbri, A . Isidori, M . L, . 
Dufau, Endocrinology 131, 2785 (1992); A. Fabbri, D.R. 
Ciocca, T. Ciampani, J. Wang, M.L. Dufau, Endocrinology 
30 136, 2303 (1995)). A GHRH receptor is transcribed in rat 
Sertcii cells C . H . Srivastava et al . , Endocrine Journal. 
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2, 607 (1994)) and treatment of cultured Sertoli cells with 
GHRH activates Sertoli cell c-fos and stem cell factor gene 
expression (C.H. Srivastava, P.R. Breyer, J.K. Rothrock, 
M.J. Peredo, O.H. Pescovitz, Endear inology 133, 1478 
5 (1993)). Both of these Sertoli cell products are crucial 
for the normal progression of spermatogenesis. R.S. 
Johnson, B.M. Spiegelman, V. Papaioannou, Cell 71, 577 
(1992); K.M. Zsebo et al.', Cell 63, 213 (1990); E . Kuang et 
al . , Cell 63 , 225 . 

10 

In the area of fertility management, the literature has 
taught the treatment of human female infertility by- 
administration of gonadotropins such as follicle 
stimulating hormone (FSH) combined with luteinising hormone 

15 (LH) , and the the addition of GHRH to this mixture to 
improve the therapy. Tests have also been derived to 
predict whether the FSH/ LH /GHRH regimen will benefit the 
patient. See, e.g., U.S. Patent No. 5,175,111.. In this 
area it is also known that inhibition of FSH, for example 

20 with FHS- Inhibiting Protein (FSK-IP), can be used to 

provide contraception in males and females, since FSH is 
required for maturation of ovarian follicles and testicular 
spermatogenesis. In addition, disruption of FSH- IP 
activity, e.g. by administration of antibodies to FSH-IP, 

25 has been taught as a means for promoting fertility. See, 
e.g., U.S. Patent No. 5,037,805. 
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SUMMARY OF ~KE INVENTION 

In one feature of the invention, ic has been discovered 
that GHRK-RP specifically activates stem ceil factor (SCF) , 
a factor crucial for normal spermatogenesis, in Sertoli 
cells. Accordingly, methods of the invention involve the 
use of GHRH-RP in the management or control of fertility in 
patients, including to stimulate the production of stem 
cell factor, and spermatogenesis, and the reduction of 
GHRH-R? activity in Sertoli cells to inhibit production of 
SCF and spermatogenesis in mammals. 

Another embodiment of the invention concerns a 
pharmaceutical composition for stimulating the production 
c f SCF or promoting spermatogenesis in mammals, including 
GHRH-RP and a pharmaceutically-acceptabie carrier. 

The present invention also provides an isolated 
nucleotide encoding GHRH-RP which is free from the GHRK 
coding sequence, vectors incorporating such nucleotides, 
host cells transformed by such vectors, and methods 
involving culturing the host cells under conditions 
effective to produce GHRH-RP. Preferably, the nucleotide 
is a cDNA encoding GHRH-R? and also containing a sequence 
coding for a leader which facilitates secretion of the 
encoded polypeptide from the host cell, and a sequence 
encoding a proteolytic site for cleavage cf the polypeptide 
to remove the leader. 

The present invention also provides transgenic mammals 
vhich overexpress GHRH-RP in all or selected tissues, and 
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which lack expression of GHRH-RP in all or selected 
tissues . 



Still another feature of the present invention concerns 
5 the discovery that the GHRH gene, as transcribed in testis, 
includes not only the five previously- known exons in the 
gene, but also a sixth exon as a result of alternative 
splicing. This further exon, which is exon 1 in testis, is 
located about 700 bp upstream in the genome from that of 
10 placental exon 1. The invention thus also provides an 

isolated polynucleotide including testis exon 1, preferably 
in addition to the other five known exons in the GHRH gene. 

The present invention provides novel methods employing 
15 or inhibiting GHRH-RP to manage fertility in mammals, 
including humans . The methods of the invention are 
expected to provide new fertility-promoting and 
contraceptive treatments in humans and other animals. The 
present invention also provides nucleotides, vectors and 
20 host cells for the convenient production of GHRH-RP, and 

transgenic mammals useful in screening and study of GHRH-RP 
and related factors. Additional objects, features and 
advantages of the present invention will be apparent from 
the following description. 
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SRTEF DESCRIPTION OF TH E FIGURES 

Fig. 1 . is a schematic diagram which illustrates the 
structure cf the rat GHRH gene and the GHRK precursor 
5 pept ide . 

Figs. 2 A-D are photomicrographs depicting the 
immunohist ochemical localization of GHRK-RP in adult rat 
testis . 

10 

Figs. 3 A-C are photomicrographs depicting the 
immunohis tochemical localization of GHRH-R? in rat 
hypothalamus . 

15 Fig. 4. shows Western gel analysis of rat hypothalamus 

and testis tissue extracts. 

Fig. 5. shows Northern blot analysis cf GHRH-R? 
specific Sertoli cell gene expression. 

20 

Fig. 6. is a graph illustrating the stimulation cf 
adenylate cyclase in cultured Sertoli cells. 

Fig. 7 shows the sequences of three alternative GHRH 
25 transcripts found in germ cells, as described in Example 5 
below. 7A, complete sequence of one transcript, with the 
putative peptide sequence shown. The consensus poly (A) 
addition signal is overlined. The region of sequence 
heterogeneity adjacent to the poly (A) signal is underlined. 
30 7B , alternative transcript containing testis exon 1 spliced 
to the 3 '-portion of placental exon 1 (testis exon 1A) . 
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7G, alternative transcript containing the entire sequence 
cf t esc i s exon 1 (boldface type), placental exon 1 
(underlined) , and the intervening genomic sequence as one 
contiguous exon 1 sequence. In all three transcripts, the 
5 exon boundries are indicated by verticle lines above the 

letters, and the ATG translation start site is indicated by 
an asterisk. 

Fig. 8 shows a diagram of the rat GHRH gene. Fig. 8A, 
10 genomic clones (clones 1 and 23, Example 5) isolated from a 
A. library. A restriction map of the Xhol fragment 
containnig the placental and testicular first exons is 
shown: B, BamHI ; E, EcoRI ; H, Hindlll; X, Xhol. Fig. 8B, 
proposed structure of the GKRK gene. The exons are 
15 numbered. Testis 1A contains most of the sequence of 

placenta exon 1. Testis alt ex 1 contains the testicular 
and placenal first exons as well as the entire genomic 
sequence between them. Fig. 8C, GHRH transcripts in three 
different tissues: (light shading) = hypothalamic GHRH 
20 exon 1; §| (dark shading) = on possible placental GHRH exon 
1; | (filled) = testicular GHRH exon 1; (cross-hatch) = 
GHRH exons 2-5. The dashed lines connect testicular exon 
and placental exon 1, forming a contiguous exon. 

25 Fig. 9 shows the sequence of the 5' flanking region of 

testicular GHRH, as described in Example 5 below. The 5' 
transcription initiation site defined by RACE analysis has 
been designated nucleotide 1 . The underlined sequences 
represent consensus sequences for transcription factor 

30 binding; a site 80% homologous to a spermatogenic -specif ic 
binding site in the c-mosD gene is located at -517, an SP1 
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site is located at -493, and sites homologous to those 
found in the spermatogenesis- specif ic proenkephal in 
promoter are found at -210 and -130. A TATA- like sequence 
is shown in boldface type. Potential transcription 
initiation sites are indicated by asterisks. 

Fig. 10 shows the results of Northern blot analysis of 
GHRH mRNA in testis and placenta. Fig. 1CA, diagram of the' 
exon 1 and exon 3-5 probes used (Example 5, below) . Fig. 
10B, auncradiograms of blots. Left panel, twenty 
micrograms of total placenta or germ cell poly(A)+ RNA were 
hybridized to the 73 3 -bp exon 1 probe described in Example 
5. Right Panel, ten micrograms of testicular poly (A) + RNA 
wre hybridized to either the testicular exon 1 probe (lane 
1) or a GHRH exon 3-5 probe (lane 2) . 

Fig. 11 shows the results of Southern blot analysis of 
the rat GHRH gene as described in Example 5. Rat liver DNA 
was digested with BamHI (B) , EcoRl (E) , cr Hindlll (H) ; 
subjected to electrophoresis on a 1% agarose gel; 
transferred to a nylon membrane; and hybridized to either a 
probe extending from -200 to the 3 ' -end of testicular exon 
1 or to a GHRH exon 3-5 probe. 

Fig. 12 shows an analysis of GHRH exon 1 in 
hypothalamus and testis as described in Example 5. RT-PCR 
was performed on RNA from testicular germ cells (G) , 
hypothalamus (H) or liver (L) using the primers indicated 
at the left. The ?CR products were subjected to 
electrophoresis on a 1.3% agarose gel, transferred to a 
nylon membrane, and hybridized to the GHRH exon 3-5 probe. 
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Fig. 13 is a schematic diagram showing SS (primers: a 
and b) and RP (primers: c and d) fragment as generated by 
PCR amplification, as described in Example 7. ss-RP is 
5 generated by the overlay extension method using a and d 
primers . 

Fig. 14 is shows PCR amplification of control and SS 
and RP cDNAs . These PCR products wre analyzed by 
10 electrophoresis on an ethidium bromide-containing 2.0% 

agarose gel and photographed. Sizes of 100 bp ladder are 
also indicated. The product sizes are: SS (118bp); RP 
(121bp) . 

15 Fig. 15 shows second PCR amplification of control and 

SS-RP cDNA as described in Example 6. The PCR products 
were analyzed by electrophoresis on an ethidium bromide- 
containing 2.0% agarose gel and photographed. Sizes of 10C 
bp ladder are also indicated. 

20 

Fig. 16 shows the confirmation of the identity of 
subcloned DNA by piasmid DNA digestion with EcoRI and Sail, 
as described in Example 6. The digestions were analyzed on 
an ethidium bromide - containing 2.0% agarose gel and 
25 photographed. The sizes of the DNA SS-RP was as predicted 
!203 bp) . Sizes of 100 bp ladder are indicated. 

Fig. 17 shows the sequence of the PCI vector with the 
SS-RP insert, as described in Example 6 below. EcoRI and 
30 Sail were used for cloning. The sequence is precisely as 
predicted. SS-RP sequencing is underlined. 
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Fig. 18 is a schematic diagram illustrating the 
production of transgenic mammals in accordance with the 
invention, as described in Example 7 below. 
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3ESCRIPTI0N OF THE PREFERRED EMBODIMENTS 



For the purposes of promoting an understanding of the 
principles of the invention, reference will now be made to 
5 preferred embodiments thereof ana specific language will be 
used to describe the same. It will nevertheless be 
understood that no limitation of the scope of the invention 
is thereby intended, such alterations and further 
modifications in the invention, and such further 
10 applications of the principles of the invention as 

described therein being contemplated as would normally 
occur to one skilled in the art to which the invention 
relates . 



15 As discussed above, one aspect of the present invention 

concerns regulating intratest icular stem cell factor (SCF) 
levels and/or spermatogenesis in a mammal by regulating the 
level of GHRH-RP. As discussed in mere detail below, it 
has been discovered that GKRH-RP. stimulates the production 

20 of SCF in Sertoli cells, a factor which is required for 
spermatogenesis. Accordingly, it is expected that 
spermatogenesis can be promoted by increasing the 
intratest icular level of GHRH-RP, e.g. by the 
administration of GHRH-RP peptide preparations or the 

25 overexpression of a nucleotide encoding GHRH-RP. It is 
also expected that spermatogenesis can be inhibited or 
eliminated by decreasing the intratest icular level of 
active GHRH-RP, e.g. by the administration of antibodies to 
GHRK-RP, the knock-out or down - regul at ion of a mammal's 

30 expression of its GHRH-RP DNA, by ant i -sense RNA to the 
GHRH-RP mRNA, by competitive antagonists or agonists to 
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GHRH-R? binding, or by otherwise interfering with the 
processing of the GHRH pre-protein to biologically active 
GHRH-RP . 

As further background information concerning GHRH-RP , 
Southern blot analysis of genomic DMA indicates that there 
is a single GHRH gene. In particular, FIG . 1 shows the 
structure cf the rat GHRH gene and the GHRH precursor 
peptide. The rat GHRH gene consists of 5 exons with 
alternate first exons for testis (TEST) , placenta ( PLAC) 
and hypothalamus (KYPOTHAL) . Exons 2 through 5 encode the 
GHRH precursor peptide in all tissues studied to date. 
Subsequent processing of the precursor peptide yields a 29 
amino acid N-terminal signal peptide, the mature 43 amino 
acid GHRH and a 30 amino acid C- terminal peptide, GHRH-RP. 
Alternate first exons are used to regulate differential 
GHRH mRNA transcription in various tissues. K.E. Mayo, 
G.M. Cerelli, M . G . Rosenfeld, R.M. Evans, Nature 314, 464 
(1985) . Gonzalez - Crespo ana A. 3oronat, Proc. Natl. Acad. 
Sci . USA 88, 374 9 (1991); C.H. Srivastava, B.S. Mcnts, J.K. 
Rothrock, M.J. Peredo, O.H. Pescovitz, Endocrinology 13 6, 
1502 (1995) . 

Specifically, the amino acid sequences of specific 
GHRH-RP peptides useful in the present invention are given 
below : 
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Gin Val Asp Ser Met Trp Ala 

1 5 
Leu Glu Ser lie Leu Val Ala 
5 15 20 

Arg Asn Ser Gin Gly 
30 
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Glu Gin Lys Gin Met Glu 13 
10 

Leu Leu Gin Lys His Ser 26 

25 

31 



SEQUENCE NO. 2: Mouse 
10 Gin Glu Asp Ser Met Trp Thr 
1 5 
Leu Glu Ser lie Leu Gin Gly 
15 20 
Ser Ala Asp Ala 
15 30 



Glu Asp Lys Gin Met Thr 13 
10 

Phe Pro Arg Met Lys Pre 2 6 

25 

30 



SEQUENCE NO. 3 : Rat 

His Leu Asp Arg Val Trp Ala Glu Asp Lys Gin Met Ala 13 
15 10 
20 Leu Glu Ser lie Leu Gin Gly Phe Pro Arg Met Lys Leu 26 
15 20 25 

Ser Ala Glu Ala 30 
30 



In addition to native forms of the GHRH-RP 
polypeptides, the present invention also concerns the use 
of polypeptides having amino acid sequences similar to 
those of the native polypeptides, but into which 
30 modifications are naturally provided (e.g. allelic 

variations in the nucleoside sequence which may result in 
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amino acid changes in the polypeptides) or deliberately 
engineered. Modifications of interest in the sequences may 
include the replacement, insertion or deletion of one or 
more amine acid residues in the coding sequence. r or 
example, the modified polypeptide may contain one or more 
additional amino acids, at one or both ends of the 
polypeptide chain; may have an amino acid sequence which 
differs from that of the naturally-occurring polypeptide; 
or may be an active fragment of the naturally-occurring 
polypeptide . 

Illustrative modifications which may be undertaken 
include, for example, substituting one polar amino acid, 
such as glycine for another polar amino acid; or one acidic 
amino acid, such as aspartic acid, may be substituted for 
another acidic amino acid such as glutamic acid; or a basic 
amino acid, such as lysine, arginine or histidine may be 
substituted for another basic amino acid; or a non-polar 
amino acid, such as alanine, leucine or isoieucine may be 
substituted for another non-polar amino acid. 

The term "substant ially identical.'' is used herein to 
encompass such potential modifications, and specifically 
herein means that a particular subject sequence, for 
example, a mutant sequence, varies from the native sequence 
by one or more substitutions, deletions, or additions, the 
net effect of which is to retain biological activity of the 
native peptide. Alternatively, DNA analog sequences are 
substantially identical to the specific DNA sequences 
disclosed herein if: (a) the DNA analog sequence is derived 
from substantially the entire coding regions of the native 
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mammalian GHRH-RP genes; or (b) the DNA analog sequence is 
comparable in length with and capable of hybridization to 
DMA sequences of (a) under moderately stringent conditions 
(defined in Sambrook et al . , Molecular Cloning: A 
5 Laboratory Manual, 2Ed. Vol. 1, pp. 101-104, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press (1989) as including the use of a 
prewashing solution of 5 X SSC, 0.5% SDS , 1.0 mM EDTA (pH 
8.0) and hybridization conditions of about: 55°C, 5 X SSC, 
overnight) and which encode biologically active GHRH-RP 

10 molecules; or (c) D>7A sequences which are degenerate as a 
result of the genetic code to the DNA analog sequences 
defined in (a) or (b) and which encode biologically active 
GHRK-RP molecules. Preferred substantially identical 
analog polypeptides will be greater than about 80 percent 

15 similar tc the corresponding sequence of the native 

protein, and in particular in the case of GHRH-RP to the 
more highly- conserved sequence including amino acids 1 to 
19. Sequences having lesser degrees of similarity but 
comparable biological activity are considered to be 
20 equivalents. In defining nucleic acid sequences, all 
subject nucleic acid sequences capable of encoding 
substantially similar amino acid sequences are considered 
substantially similar to a reference nucleic acid sequence. 



25 Percent similarity may be determined, for example, by 

comparing sequence information using the GAP computer 
program, version 6.0, available from the University of 
Wisconsin Genetics Computer Group (UWGCG) . The GAP program 
utilizes the alignment method of Needleman and Wunsch (J. 

30 Mol . Biol. 48:443, 1970), as revised by Smith and Waterman 
{Adv. Appl . Math. 2:482,1981). Briefly, the GAP program 
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defines similarity as the number of aligned symbols (i.e., 
nucleotides or amino acids; which are similar, divided by 
the total number of symbols in the shorter of the two 
sequences. The preferred default parameters for the GA? 
program include: (1) a uniary comparison matrix (containing 
a value of 1 for identities and 0 for non-identities) for 
nucleotides, and the weighted comparison matrix of Gribskov 
and Burgess, Nucl . Acids Res. 14:6745, 1986, as described 
by Schwartz and Dayhoff, eds. , Atlas of Protein Sequence 
and Structure, National Biomedical Research Foundation, pp. 
353-358, 1979; (2! a penalty of 3.0 for each gap and an 
additional 0.10 penalty for each symbol in each gap; and 
(3) no penalty for end gaps. 

Thus, in a preferred aspect of the invention the GKRH- 
PvF polypeptide used will be encoded by a DNA sequence 
selected from: 

(a) the ceding region of a native GHRH-RP gene ; 

(b) a DNA sequence which hybridizes under 
moderately stringent conditions to che DNA 
of (a) and encodes a polypeptide which 
stimulates the production of SCF in Sertoli 
cells; and 

(c) a DNA sequence that encodes a polypeptide 
having the amino acid sequence of the 
polypeptides encoded by the DNA sequences of 
(a) and (b) . 
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Preferred polypeptides for use in the invention are 
thus provided having an amino acid sequence selected from: 

(a) an amino acid sequence of a native GHRH-RP 
5 polypeptide; or 

(b) an amino acid sequence that is substantially 
identical to (a) , 

10 In specific work to date, to test for the presence of a 

putative GHRH-RP peptide, antisera were generated by BSA- 
conjugating rat GHRH-RP and immunizing rabbits with 500 mg 
of GHRH-RP in Complete Freunds Adjuvant. Booster 
injections of 250 mg GHRH-RP in Incomplete Fruends Adjuvant 
15 and GHRH-RP antisera were characterized by ELISA . The 

antisera, which did not cross-react with GHRH , VIP, PCAP, 
Secretin, PHI or glucagon (< 1 mg) , were used in 
immunohiscochemist ry performed on testes of adult rats as 
described in Example 1 below. Abundant GHRH-RP 
20 immunoact ivi ty was present in the acrosomes at nearly all 
stages of germ cell development as illustrated in Figures 
2A-D. To generate the photomicrographs shown, rat 
seminiferous tubules were incubated with preimmune rabbit 
sera (NRS) on the left and GHRH-RP specific antisera on the 
25 right. (A) 100X magnification of several different stage 
tubules . 200X n inif icaticn of a single seminiferous 
. tubule at (B) Stage IV, (c) Stage VII, and (D) Stage XIII. 
Intense specific staining predominated in stage IV 
seminiferous tubules in the pachytene primary 
30 spermatocytes, step 4 secondary spermatocytes and step 17 
elongating spermatids (Figure 2B) . 
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To estimate the size cf the peptide identified in 
testis, Western gel analysis was performed as described in 
detail in Example 2 below. Briefly, Figure 4 shows the 
5 results of experiments in which SDS-PAGE was performed and 
GHRH-R? antigen-antibody complex revealed by 
cheniluminescence . Controls were synthetic GKRH .100 ng) 
and synchetic GHRH-RP (100 ng) . The sample is shown as 
(TESTIS) (2 mg) . Protein molecular mass markers are 
10 indicated on the left. Using the GHRH-RP antisera that did 
not recognize GHRH (Figure 4), a band of approximately 3.5 
kDa was seen in the GHRH-RP control lane as expected. In 
testis a 3.5 kDa band predominated that was consistent with 
the size of synthetic GHRH-RP (Figure 4) suggesting that in 
15 testicular germ cells the GHRH precursor peptide is not 
stored - 

As indicated above, it has been discovered that GHRH-RP 
has a unique testicular action, GHRH-R? specifically 
activated SVF in Sertoli cells as described in Example 3 
below, Briefly, Figure 5 shows the results of wor, : : in 
which Rat Sertoli cells, isolated and cultured for 4 days 
were treated with rat GKRH-RP (10 nM and 100 nM> , rat GKRH 
(10 nM) or control media for 16 hours. Northern gel 
analysis of 10 fig of total Sertoli cell RNA was performed 
and the blot probed for SCF, transferrin, androgen binding 
protein (A3P) , a-inhibin and y-actin as control. 3. Bloch, 
A . Baird, N. Ling, R. Guillemin, Endocrinology 118 f 156 
(1986) . Stimulation of SCF expression is 12 fold over 
control at 10 nM and 16 fold at 100 nM concentrations of 
GHRH-R? . GHRH (10 nM) stimulated stem cell factor gene 
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expression 3 fold over control. There was no stimulation 
of transferrin, ABP or a-inhibin gene expression over 
control using GHRH-RP or GHRH . Other Sertoli ceil specific 
transcripts including transferrin, ABP and a-inhibin were 
5 note regulated by GHRH-RP (Figure 6) . Although a 

functional GKRH receptor has been identified in Sertoli 
cells (R.S. Johnson, B.M. Spiegelman , V. Papaioanncu, Cell 
71, 577 (1992); K.M. Zsebo et al . , Cell 63, 213 (1990); E. 
Huang et al . , Cell 63, 225), the GHRH-RP stimulation cf 
10 stem cell factor expression may not be mediated through 
this receptor. Unlike GHRH, GHRH-RP does not stimulate 
increases in adenylate cyclase in cultured Sertoli cells, 
as demonstrated in Example 4 below. Briefly, shown in Fig. 
6 are the results of experiments in which rat Sertoli 
15 cells, isolated and cultured for 4 days were incubated with 
GHRH-RP (100 nM) , GHRH (100 nM) , FSH (0.0275 U/ml) or 
control media for 30 minutes at 37°C. The cells were then 
assayed for cAMP production by 125 I cAMP Radioimmunoassay 
C.H. Srivastava, J.D. Fleck, A.M. Meyers, S.A. Berry, O.K. 
20 Pescovitz, "Distribution of Growth Hormone Releasing 

Hormone-Like (HRH-LI) mRNA and Immuncreact ivi ty in Rat 
Tissues" (Abstract), The Endocrine Society, 73rd Annual 
Endocrine Society, Washington, D.C. (1991) . Adenylate 
cyclase stimulation is measured as fold stimulation of 
25 control . Each bar is representative of five separate 
experiment s . 



As to the production of GHRH-RP polypeptides for use 
in the invention, nucleic acid sequences encoding the 
30 polypeptides may be constructed using standard recombinant 
DNA technology, for example, by cutting or splicing nucleic 
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acid sequences using restriction enzymes and DNA ligase. 
Alternatively, nucleic acid sequences may be constructed 
using chemical synthesis, such as solid-phase 
phosphoramidate technology. Polymerase chain reaction 
(FCR) may also be used to accomplish splicing of nucleic 
acid sequences by overlap extension as known in the art. 

The segment of the polynucleotide chain which encodes 
GHRH-RP is, of course, designed according to the genetic 
code; however, because of the degeneracy of the generic 
code, a wide variety of coder: combinations can be selected 
to form the polynucleotide chain which encodes the product 
polypeptide. It is known that certain specific codons are 
more efficient for expression in certain types of 
organisms, and the selection of codons can be made 
according to those codons which are most efficient for 
expression in the type of organism to serve as focus for 
the recombinant vector. Nonetheless, any correct set of 
codons will encode the desired, product . Codon selection 
may also be dependent upon considerations of vector 
construction, e.g. it may be necessary to avoid inserting a 
restriction site in the polynucleotide chain if the vector 
is to be later manipulated with a corresponding restriction 
enzyme, or if the ultimate host organism produces the 
corresponding restriction enzyme. 

As is conventional, the polynucleotide chain 
containing the GHRH-F.P sequence can also contain linkers at 
its ends to facilitate insertion and to restriction sites 
in a cloning vector. The polynucleonic tide chain may also 
encode a fusion polypeptide and when so constructed will 
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usually contain terminal sequences encoding amino acid 
sequences serving as proteolytic processing sites, whereby 
the GHRH-RP polypeptide may be proteolitically cleaved from 
the remainder of the fusion peptide. Other conventional 
5 sequences may also be included, e.g. appropriate start and 
stop signals . 

DNA encoding GHRH-RP polypeptides for use in the 
invention can be conventionally incorporated into viral, 
10 plasmid or other vectors and used to transform host cells 

to achieve expression of the polypeptide in the ceils. The 
hybrid DNA molecules are expressed by operativeiy linking 
them to an expression control sequence in an appropriate 
expression vector, which in turn is used to transform an 
15 appropriate unicellular host. The operative linking of a 
hybrid DNA sequence of this invention to an expression 
control sequence includes the provision of a translation 
start signal in the correct reading frame upstream of the 
DNA sequence. Therefore, a coding sequence is "operativeiy 
20 linked to" another coding sequence when RNA polymerase will 
transcribe the coding sequence into mRNA which is then 
translated into a polypeptide. 

In selecting an expression control sequence, a variety 
25 of factors should also be considered. These include, for 
example, the relative strength of the system, its 
controllability, and its compatibility with the particular 
DNA sequence, of this invention, particularly as regards 
potential secondary structures. Unicellular hosts should 
30 be selected by consideration of their compatibilicy with 
the chosen vector, the toxicity of the product coded on 
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expression by the DNA sequences of this inversion :c them, 
their secretion characteristics, their ability tc fold 
pro:ems correctly, their stability and cuituring 
requirements, and the ease cf purification of the products 
5 coded on expression by che DNA sequences of this invention'. 

Illustrative suitable host cells for GHRH-R? 
polypeptide expression include, for example, prokaryotic 
and eukaryccic cells. Appropriate cloning and expression 
lo vectors for use wich bacterial, fungal, yeast, and 

mammalian cellular hosts are described, for example, in 
Pouwels et al . Cloning Vectors :A Laboratory Manual, 
Elsevier, New York, (1985) . 

15 Prokaryotes include gram negative or gram positive 

organisms, for example, E . coli or Bacilli. Suitable 
prokaryotic host cells for transformation include, for 
example, E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella 
typhi murium , and various other species within the genera 

:c Pseudomonas, St reptomyces , and Staphylococcus. 

Expression vectors for use in prokaryotic hose cells 
generally comprise one or more phenotypic selectable marker 
genes. A phenotypic selectable marker gene is, for example, 

25 a gene encoding a protein that confers antibiotic 

resistance or that supplies an autotrophic requirement. 
Examples cf useful expression vectors for prokaryotic host 
cells include those derived from commercially available 
plasmids such as the cloning vector p3R322 !ATCC 37017) . 

yo pBR322 contains genes for ampicillin and tetracycline 

resistance and thus provides simple means for identifying 
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transformed cells. To construct en expression vector using 
pBR322, an appropriate promoter and a flt3-L DNA sequence 
are inserted into the pBR3 2 2 vector. Other commercially 
available vectors include, for example, pKK223-3 (Pharmacia 
Fine Chemicals, Uppsala, Sweden) and pGEMI { Promega Biotec, 
Madison, Wis., USA). 



Promoter sequences commonly used for recombinant 
prokaryotic host cell expression vectors include fi- 

10 lactamase (penicillinase), lactose promoter system (Chang 
et ai . , Nature 275:615, 1978; and Goeddel et al . , Nacure 
281:544, 1979), tryptophan (trp) promoter system ^Goeddel 
et al . , Nucl. Acids Res. 8:4057, 1980; and EP-A-36776) and 
tac promoter (Maniatis, Molecular Cloning : A Laboratory' 

15 Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, p. 412, 1982) . 

Flt3-L polypeptides alternatively may be expressed in 
yeast host cells, preferably from the Saccharomyces genus 
(e.g., S. cerevisiae) . Other genera of yeast, such as 

20 Pichia, K. lactis or Kluyveromyces , may also be employed. 
Yeast vectors will often contain an origin of replication 
sequence from a 2 m yeast plasmid, an autonomously 
replicating sequence (ARS) , a promoter region, sequences 
for polyadenyla t ion , sequences for transcription 

25 termination, and a selectable marker gene. Suitable 

promoter sequences for yeast vectors include, among others, 
promoters for metallothionein, 3 -phosphoglycerate kinase 
(Hitzeman et al., J". Biol. Chem. 255:2073, 1980) cr other 
glycolytic enzymes (Hess et al . , J. Adv. Enzyme Reg. 7:149, 

30 1968 ; and Holland et al . , Biochem. 17:4900, 1978), such as 
enolase , g iycer aldehyde - 3 -phosphate dehydrogenase , 
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hexokinase , pyruvate decarboxylase , phcsphof ructokinase , 
glucose - 6 - phosphate i some rase , 3 -phosphogly cerate mu:ase , 
pyruvate kinase, t riosephospha te isomerase, phosphoglucose 
isorr.erase, and glucokinase . Other suitable vectors and 
promoters for use in yeast expression are further described 
in Hitzeman, EPA-73,657 or in Fleer s: . al . , Gene, 107:285- 
195 {1991); and van den Berg et . ai . , Bio/Technclogy , 
3:135-139 (1990). Another alternative is the glucose- 
repressible ADH2 promoter described by Russell et al . (J. 
Biol. Chew. 258:2674, 1982) and Beier et al . (Nature 
300:724, 1982). Shuttle vectors replicable in both yeast 
and E. coli may be constructed by inserting DNA sequences 
from pBR322 for selection and replication in E. coli (Ampr 
gene and origin of replication) into the above -described 
yeast vectors. 

The ye as r, a -factor leader sequence may be employed to 
direct secretion of the f 1 1 3 - L polypeptide. The a - factor 
leader sequence is often inserted between the promoter 
sequence and the structural gene sequence. See, e.g., 
Kurjan et al . , Cell 30:933, 1982; Bitter et ai . , Proc. 
Natl. Acad. Sci . USA 81:5330, 1984; U.S. Pat. No. 
4,546,082; and EP 324,274. Other leader sequences suitable 
for facilitating secretion of recombinant polypeptides from 
yeast hosts are known to those of skill in the art. A 
leader sequence may be modified near its 3" end to contain 
one or more restriction sites. This will facilitate fusion 
of the leader sequence to the structural gene. 

Yeast host cells transformed by vectors containing 
ADK2 promoter sequence may be grown for inducing expression 
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in a "rich" medium. An example of a rich medium is one 
consisting of 1% yeast extract, 2% peptone, and 1% glucose 
supplemented with 80 mg/ml adenine and 80 mg/ml uracil. 
Derepression of the ADH2 promoter occurs when glucose is 
5 exhausted from the medium. 

Illustrative eukaryotic host cells which may be used 
for polypeptide expression include, for example, yeast 
cells, CHO, Rl.l, B-W and L-M cells, African green monkey 

10 cells (including COS1, COS7, BSC1, B.SC4 0 , and BMT110 
ceils), and human cells (including erythroblast s , 
monocytes, myeloids, T- lymphocytes , B - lymphoblas toid cells, 
smooth muscle cells, endothelial ceils, Sertoli cells, 
fibroblasts, etc.), and cell lines developed from the 

15 foregoing. These cells can be cultured in accordance with 
conventional procedures known to the art and literature, 
and the polypeptides produced can likewise be recovered and 
purified conventional ly . 

20 The present invention is nor intended to be limited by 

the choice of vector or host cell . It should of course be 
understood that not all vectors and expression control 
sequences will function equally well to express the DMA 
sequences of this invention. Neither will ail hosts 

25 function equally well with the same expression system. 

However, one of skill in the arc may make a selection among 
these vectors, expression control sequences, and hosts 
without undue experimentation and without departing from 
the scope of this invention. 

30 
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The present. invention also provides pharmaceutical 
compos i t ions for stimulating Sertoli cell SCF production 
and spermatogenesis which include GHRH-RP polypeptides as 
discussed above. Compositions of this invention, for 
5 promoting spermatogenesis, will generally include a 
therapeutically effective amount cf a GHRK-R? polypeptide 
in a pharmaceutically acceptable carrier. The term 

"therapeutically effective amount" refers to an amount of 
protein which will stimulate spermatogenesis. The precise 

10 dosage necessary will vary with the age, size and condition 
of the patient, the nature and severity of the disorder to 
be treated, and the like. Thus, a precise effective amount 
cannot be specified in advance and will be determined by 
che care giver. Appropriate amounts may be estimated by 

!5 routine experimentation with animal models. 

Any pharmaceutically-acceptable carrier which is 
compatible with the active ingredients is contemplated. 
Pharmaceutically-acceptable carriers include for instance 
20 insert solid diluents or fillers, sterile aqueous solution 
and various organic solvents. The use of such carriers is 
well known in the art. In this regard, the phrase 

"pharmaceutically acceptable" refers to molecular entities 
and compositions that are physiologically tolerable and do 
25 not typically produce an allergic or similar untoward 
reaction, such as gastric upset, dizziness and the like, 
when administered to a human. Pharmaceutical compositions, 
formed by combining a GHRK-RP polypeptide and 
pharmaceutically-acceptable carriers, are then easily 
30 administered in a variety of dosage forms such as 
injectable solutions . 
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Particularly for parental administration, solutions of 
the protein in oils such as sesame or peanut oil, aqueous 
propylene glycol, or in sterile aqueous solution (desirably 
5 isotonic) may be employed. These aqueous solutions are 
especially suitable for intravenous, intramuscular-, 
subcutaneous and intraperitoneal administration. In this 
connection, sterile aqueous media which can be employed 
will be known to those of skill in the art in light cf the 
10 present disclosure. 

The pharmaceutical forms suitable for injectable use 
include sterile aqueous solutions or dispersions and 
sterile powders for the extemporaneous preparation cf 
15 sterile injectable solutions or dispersions- In all cases 
the form must be sterile and must be fluid to the extent 
that easy syringeability exists. It must be stable under 
the conditions of manufacture and storage and must be 
preserved against the contaminating action of 

20 microorganisms, such as bacteria and fungi. The carrier 
can be a solvent or dispersion medium containing, for 
example, water, ethanol, polyol (for example, glycerol, 
propylene glycol, and liquid polyethylene glycol, and the 
like), suitable mixtures thereof, and vegetable oils. The 
25 proper fluidity can be maintained, for example, by the use 
of a coating, such as lecithin, by the maintenance of the 
required particle size in the case of dispersion and by the 
use cf surfactants. The prevention of the action of 
microorganisms can be brought about sterile preparation and 
50 by various antibacterial and antifungal agents, fcr 
example, parabens, chlorobutanol , phenol, sorbic acid, 
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thimerosai, and the like. In many cases, it: will be 
preferable to include isotonic agents, for example, sugars 
or sodium chloride. Prolonged absorption of the injectable 
compositions can be brought about by the use in the 
compositions of agents delaying absorption, for example, 
aluminum monos teara te and gelatin. 

Sterile injectable solutions can be prepared by 
incorporating the GHRH-RP polypeptide in the required 
amount in the appropriate solvent with various of the other 
ingredients enumerated above, as required, followed by 
filtered sterilization. Generally, dispersions are 

prepared by incorporating the various sterilized active 
ingredients into a sterile vehicle which contains the basic 
dispersion medium and the required other ingredients from 
those enumerated above. In the case of sterile powders for 
the preparation of sterile injectable solutions, the 
preferred methods of preparation are vacuum-drying and 
freeze - drying techniques which yield a powder of the GHRH- 
RP polypeptide plus any additional desired ingredient from 
a previously sterile filtered solution thereof. 

Pharmaceutical compositions of the invention may be 
administered in any suitable manner, including for instance 
potentially parenteral, sublingual, intratest icular , and 
intrapulmonary . Parenteral administration includes, for 
instance , intramuscular , subcutaneous , intravenous , 
intraarterial and intraperitoneal administration. In one 
preferred mode the GHRH-RP composition will be administered 
via the testis . 
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In addition, in accordance with the invention, GHRH-RP 
may be co - administered with other therapies for increasing 
fertility, including for instance the administration of 
gonadotropins or gonadotropin releasing factors, e.g. human 
5 chorionic gonadotropin, human menopausal gonadotropin, FSH\ 
or gonadotropin releasing hormone, or of a synthetic 
androgen, activin (see e.g. U.S. Patent No. 5,166,190), or 
the like. In this regard, GHRH-RP may be administered 
along with or separately from these other therapeutics, and 
10 before, simultaneously or after the administration of the 
other fertility therapies. 



The present invention also provides monoclonal or 
polyclonal antibodies to GHRH-RP, which are useful in 

15 immunohistochemical studies and in inhibiting GHRH-RP in 

vivo to reduce a mammal's production of stem cell factor in 
Sertoli cells and inhibit spermatogenesis. Such antibodies 
can be conventionally raised in appropriate mammals such as 
rabbits. In addition, standard hybridorna technology can be. 

20 employed to produce monoclonal antibodies to GHRH-RP, if 
desired. Antibodies to GHRH-R? can also be conjugated to 
suitable imaging agents such as x-ray, MRI, or PET imaging 
agents, and administered to mammals, e.g. 

intra test icularly , to enable external ly- generated imaging 
25 of GHRH-RP localization and relative levels in the testis, 
particularly germ cells. Such protocols may be used to 
provide useful research and screening for any GHRH-RP 
abnormal! t ies . 



30 The present invention also provides a transgenic 

mammal all or some cells of which express (preferably over- 
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expressi introduced DNA encoding the GHRH-RP peptide, and 
transgenic mammals all cr some cells cf which lack 
expression of the GHRH-RP peptide. Such transgenic mammals 
can be constructed using standard prcnuclear injection 
5 technique, as specifically described in the Example 6 

below*. Such mammals may be used, for example, in the study 
cf GHRH-RP function spermatogenesis and other biological 
functions, e.g. chose related to appetite or other 
functions whose regulation involve the hypothalamus, and in 
10 the screening of agents for inhibiting or promoting 
spermatogenesis and controlling fertility, or for 
regulating appetite . 

In order to promote a further understanding and 
15 appreciation of the present invention and its features and 
advantages, the following specific Examples are provided. 
It will be understood that these Examples are illustrative, 
and nor limiting, of the invention. 

20 EXAMPLE 1 

Preparation of GHRH-RP Peptide 

Rat GKRK-related peptide was synthesized from the 
deduced amino acid sequence (amino acids 74-104) (K.I. 

25 Mayo, G.K. Cerelli, M.G. Rosenfeld, R.M. Evans, Nature 314, 
464 (1935). Gonzalez -Crespo and A. Boron at , ?roc. Natl. 
Acad. Sci. USA 88, 8749 (1991); C.H. Srivastava, 3.S. 
Monts, J.K. Rot brock, M.J. Peredo, O.H. Pescovitz, 
Endocrinology 136, 1502 (1995)) in the Biochemistry 

30 Biotechnology Facility at Indiana University. The peptide 
was conjugated to 3SA and ant i sera were produced by N . 
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Beaudry in four rabbits (Hazel ton Labs, Vienna, VA) . The 
rabbits were pretreated with pertussis vaccine, followed by 
500 p.g GHRH-RP in Complete Freund's Adjuvant, fortified 
with killed M. Tuberculosis. Multiple intradermal 
5 injections were given at dorsal sites. Booster injections 
of 250 jig GHRH-RP in Incomplete Freund's Adjuvant were 
given at three week intervals and the immunized rabbits 
were bled 10-14 days after each booster. The GHRH-RP 
antisera were assayed and characterized by ELISA. The 
10 antisera were specific for GHRH-RP and did not cross react 
with rat CHRH , VI?, PACAP , secretin, PHI and glucagon at 
concentrations up to 1 ug . 

Adult rat testes were frozen in dry ice cold 
15 isopenthane and then embedded in Tissue-Tek (Miles Inc., 
Elkhart, IN) . Twelve |im sections were cut at -20°C in a 
Reichert - Jung cryostat and mounted on poly- L- lysine coated 
slides. The sections were soaked in 4% 

paraf crmaldehyde/C . 1 M PBS fixative at >*oom temperature for 
20 60 minutes. The brains, from adult rats, perfused at 
sacrifice with 4% paraformaldehyde/0.1 M PBS, were 
sectioned (35 jim) and the sections floated in 0.1 M PBS 
containing 0.5% Triton-X. Each tissue was then rinsed with 
0.1 M PES containing 0.5% Triton-X and blocked in the same 
25 cut fer containing 10% normal goat serum. They were 

incubated overnight at 4°C with rabbit ant i -GHRH-RP sera at 
a dilution of 1:2000, followed by sequential 60 minute 
incubations at room temperature with the second antibody, 
biotinylated goat anti-rabbit IgG (1:200), and substrate, 
30 avidin DH - biot in - peroxidase complex (Vector Laboratories, 
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3urlingame, CA) . Each step was followed by three 10 minute 
washes with 0.1 M PBS containing 0.5% Triton-X. The slides 
were developed in a DAB (3 , 3 ' -diaminobenzadine) -hydrogen 
peroxide solution (Vector Laboratories, Burl rngarr.e , CA) . 
Controls included substitution of preimmune sera for 
primary antisera and antisera pre-adsorbed with excess 
antigen (100 ^iM GHRH-RP) . Testicular sections were 
counters tained with cresyl violet. Hypothalarr.ic sections 
were coun terstained with methyl green. 



EXAMPLE 2 
EstAm^tipn Qt . Size of . Pe p tide 



Western gel analysis was performed on crude tissue 
preparations of rate hypothalami and isolated testicular 
germ cells. Germ cells were isolated from six adult 
Sprague -Dawley rat testes using sequential collagenase and 
trypsin treatments as previously described [L.J. Romrell, 
A . R . Eeiive, D.W. Fawcett, Dev. Biol., 49, 113 (1976)]. 
The isolated germ cells and five hypothalami from adult 
Sprague -Dawley rats were homogenized in the presence of 
ant iproteases (50 \iM pepstatin A , 30 KlU/ml aprotinin, 1 mM 
PMSF, 1 mM ieupeptin and 1 mM iodoace tamide ) . These 
extracts were partially purified over Sep- Pah CIS columns 
(Waters, Milford, NLA) , eluted with 2C%, 45% and 80% 
acetonitrile + 0.1% trif luoroace t ic acid and lyophilized. 
The tissue samples were analyzed by sodium dcdecyl sulfate - 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) [U.K. 
Laemmli, Nature, 227, 681 (1970)], after boiling for 6 
minutes in 2.3% SDS-10% glycerol, 62.5 mM Tris, 5% 
mercaptoet hanol and 0.01% bromophenol blue adjusted with 
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HC1 to pH 6.8. Samples were separated on a 15% SD3 
polyacrylamide gel run overnight at 15 mA at room 
temperature and were transferred to Immobilon 
polyvinylidene difluoride membrane (0.45 jam pores ; 
5 Millipore, Bedford, MA) for 90 minutes at 80 V in 25 m?'. 

Tris, 192 mM glycine, and 20% methanol, pH 8.3 at 4C. The 
standard used for SDS-PAGE was the low range protein 
molecular mass standards (Gibco BRL, Grand Island, NY > . 
The membrane was blocked for 1 hour in 50 mM Tris buffer, 
10 105 mM MaCl, C.1% Tween, pH 7.5, containing 5% nonfat cried 
milk. The inmunoreact ions were performed at a 1:2000 
dilution o£ the primary antisera overnight at 40C in Tris 
buffered saline pH 7.6, 0.1% Tween, 0.5% nonfat dried milk. 
Immunodetection by cherriluminescence was performed using 
15 che ECL Western blotting kit (Amersham, Arlington Heights, 
ID . Secondary goat antirabbit antisera was used at 1:1500 
dilution. Signal specificity was evaluated by substitution 
of the primary antisera with antisera pre-adsorbed with 
excess antigen (50 liM GHRH-RP). The bands of interest (3.5 
20 kDa and 10 kDa) were completely blocked using the pre- 
adsorbed antisera . 



EXAMPLE 3 

Activation pf SCF in Sertoli Cells 

25 

Sprague -Dawley rats (20-22 day old) were obtained from 
Harlan Labs (Indianapolis, IN) . All animals were 
maintained in accordance with the guidelines set by the 
Animal Use and Care Committee of I. U. School of Medicine 
30 (#A-3392-01) . Sertoli cells were isolated using sequential 
collagenase and trypsin treatment and cultured using 
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modif ications of the method of Dorrington and Fritz 
[Endocrinology 94:879, 1975J . Sertoli cells were plated on 
100 mm dishes and cultured at 32°C in 10 ml of Ham's F12 
media supplemented with 9 mM HEPES , pK 7.5, 215 |ag/ml L- 
5 glutamine, 50 U/ml penicillin, 50 ug/ml streptomycin, 50 
jig/ml gentanycin, and 0.625 (.ig/ml fungizone. Media was 
changed three days after plating and on day 4, Sertoli 
cells OxloVplate) were incubated with 10 and 100 nM rat 
GHRH-R? or rat GHRH as well as control media fro 16 hours. 
10 Cell purity was monitored by phase contrast microscopy and 
by comparative reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) amplification. RT-PCR (25 cycles) was 
performed on the isolated Sertoli cell RNA using primer 
pairs for 3P-hydroxysteriod dehydrogenase and GHRH to 
1 5 evaluate for Leydig ceil and germ cell contamination 

respectively [Monts et al . , Peptides of the Growth Hormone- 
Releasing Hormone Family, Endocrine 4:1 pp. 73-78 (1996)]. 
The Sertoli ceil RNA had no detectable contamination from 
these testicular ceil types . 

2(i 

Sertoli cells were harvested by plate scraping and the 
RNA isolate by the guanidinium thiocyanat e -phenol - 
chloroform extraction method [P. Chomczynski and N. Sacchi, 
Anal. Biochem. 162, 156 (1987)]. For Northern analysis, 10 

25 |.ig of total RNA from each sample was elect rophoresed on a 
1.2% agarose gel containing 6.7% formaldehyde in MOPS 
buffer and then transferred and cross linked to a 0.45 jaM 
MagnaGraph nylon membrane (MSI, Westboro, MA) . The blots 
were hybridized to the following probes: murine SCF cDNA 

30 probe shown to cross -react with SCF (provided by David A. 
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Wiliiams, Indiana University), rat a-inhibin cDNA probe 
(provided by Kelly E. Mayo, Northwestern University), rat 
androgen binding protein (ABP) cDNA probe ^provided by 
David R. Joseph, University of North Carolina), rat 
5 transferrin riboprobe (provided by Michael Griswoid, 

Washington State University) , and a human y-actin cDNA probe 
which cross - hybridizes with rat accin (provided by Winston 
A. Saiswer, UCLA) to control for RNA loading and transfer. 
cDNA probes were 3 ~?-labeied by the hexanucleot ide primer 

10 method using a kit from Stratagene (La Jolla, CA) and the 
blots were hybridized at 42°C overnight. The transferrin 
riboprobe was 3 ~P - labeled using a kit from Promega (Madison, 
WI) and the blots hybridized at 60°C overnight. The blots 
were washed with 0 . IX SSC and exposed to film at -80°C. 

15 Autoradiograms were scanned on a Microtek Scanmaker II, and 
data were quantified using Sigma Scan (Jandel Scientific, 
San Rafael, CA) using actin as control. 

EXAMPLE 4 

20 Mechanism of Action 

Rat Sertoli cell cultures were prepared as described in 
Example 3 above. B. Bloch, A. Baird, N. Ling, R. 
Guillemin, Endocrinology 118, 156 (1986) . On day 4 of 

25 culture, Sertoli cells were treated with GHRH-RP {100 nM) , 
GHRK (100 nM) , ' FSH (0.0275 U/ml ) or vehicle for 30 minutes 
at 37°C. The cells were lysed in 0.05M glacial ace:ic acid, 
scraped off plates and then boiled and iced for 5 minutes. 
The resultant supernatant was assayed for cAMP using the 

30 Rianen 12S I cAMP radioimmunoasay kit from Du Pont 
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(Wilmington DE) . Results were performed in triplicate and 
reproduced using several culture experiments. 



5 EXAMPLE 5 

D e mon s tr a ti on <?f T e stis E^on l 

In this Example, it was demonstrated that GHRH mRNA 
found in testis includes an exon 1 sequence different from 

10 that in other tissues incuding the hypothalamus and 

placenta, and that the initation of GHRH transcription in 
testis begins approximately 700 bp 5' to that in placenta 
and approximately 10.7 kbp 5' to that in the hypothalamus. 
In addition, it has been found that regions of BNA just 

15 upstream cf testicular exon 1 (and placenta exon 1) 

stimulate transcription in vitro in a rat germ cell nuclear 
extract, and thus these regions are expected to contain 
functional promoters . 

20 /iuimals 

Male Sprague-Dawley rats were obtained from Harlan 
(Indianapolis, IN). All animals were maintained in 
accordance with the guidelines set by the animal use and 
care committee of Indiana University School of Medicine. 

25 

Plasmicls and probes 

The plasmid prghrf-2, containing exon 3 through the 
polyadenylated [poly (A) + ] rat hypothalamic GHRH cDNA (Mayo, 
K.E., Cerelli, G.M., Lebo, R.V., Bruce, B.D., Rosenfeid, 
30 M.G. , Evans, R.M. (1985) "Characterization of cDNA and 

Genomic Clones Encoding the Precursor to Rat Hypothalamic 
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Growth Hormone-Releasing Factor", Nature, 314:4 64-467), was 
obtained from Dr. Ron Evans (Salk Institute, La Jolla, CA) . 
an EcoRI-Hindlll insert containing exons 3-5 was used as a 
probe. The plasmid EE5 . 0 containing 5 kilobases (kb) of 
GHRH genomic sequence was obtained from Dr. Kelly Mayo 

(Northwestern University, Evanston, ID . A 1.5-kb PvuII- 
Sgrlll fragment extending from -500 basepairs (bp) relative 
to the hypothalamic transcription initiation site into 
hypothalamic incron A ( Id . ) was excised for use as a prcbe 
to screen the genomic library. The testicular exon 1 probe 
for the genomic Southern was a 3 07 -bp PCR product extending 
from -20C relative tc the initiation of transcription -Fig. 
3) to the 3 '-end of testicular exon 1. The testicular exon 
1 probe for the Northern blot was a 733 -bp PCR product 
prepared from genomic DNA, extending from the 5' -end of 
testicular exon 1 to the 3' -end of placental exon 1. For 
hybridization, probes were labeled with 32 P by the random 
primer method cf Fineberg and Vogelstein (Feinberg, A . ? . , 
Vogelstein, B. (1983) "A Technique for Radiolabeling DNA 
Restriction Fragments to High Specific Activity" , Anal . 
Biochem. , 132:6-13), using a Prim-It kit (Stratagene, La 
Jolla, CA) . 

Cell fractionation and RNA analysis 

Germainal ! spermatogenic ) cells were isolated using 
sequential coilagenase and trypsin treatment of adult 
testis, as described previously (Srivastava, C.H., Collard, 
M.W., Rothrock, J.K., Peredo, M. J. , Berry, S.A., Pescovitz, 
O.K. (1993) "Germ Cell Localization of a Testicular GHRH- 
Like Factor", Endocrinology, 133:83-89; Mesitrich, M.L., 
Bruce, W . R . , Clermont, Y. (1973) "Cellular Composition of 
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Mouse Testis Cells Following Velocity Sedimencacicn 
Separation", Exp. Cell. Res., 79:213-227; Romrell, L.J., 
Bellve, A.R., Fawcett, D.W. ;i976^ "Separation of Mouse 
Sperma:ogenic Cells by Sedimentation Velocity", Dev. Biol, 
49:119-131). RNA was extracted from germinal cells, total 
testis, and other tissues by the guanidinium thiocyanate- 
phenon-chlorof orm extraction method (Chomczynski , P., 
Sacchi, N. (1987) "Single Step Method of RNA Isolation by 
Acid Guanidinium Thiocyanate Extraction", Anal. Biochem., 
152:156-159). Poly (A) 'RNA was isolated using 
cligo (deoxythymidine ) -cellulose (Collaborative Research, 
Bedford, MA) . For Northern analysis, RNA was subjected to 
electrophoresis on a 1.5% formaldehyde -agarose gel in 3 [N- 
morphciino] propanesulf onic acid buffer and transferred to a 
nylon membrane. Hybridization conditions were described 
previously (Srivastava, C.H., 3reyer, P.R., Rothrock, J.K., 
Peredc, M.J., Pesccvitz, O.H. (1993) "A New Target for 
Growth Hormone Releasing- Hormone Action in Rat: The 
Sertoli Cell", Endocrinology, 133:14 73-1481; Srivastava, 
C.H., Rado, T. , Bauerie, D . , 3rcxmeyer, K . 2 . 11991) 
"Regulation of Human Bone Marrow Lactoferrin and 
Myeloperoxidase Gene Expression by Tumor Necrosis Factor - 
Alpha", J. Immunol., 146:1014-1019). 

Library screening 

A rat liver genomic library in a /. EMBL3 vector, 
purchased from Clontech (Palo Alto, CA) , was screened with 
the GKRH probe described above. Two positive clones, 
clones 1 and 23, were purified and digested with Xhol . 
Fragments of 4 and 6 kb that mapped at the 5' -ends of 
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clones 23 and 1, respectively, were subcloned into the 
vector pGEM 7Z (Promega, Madison, V7I) . 

A rat testicular cDNA library in a A, GT11 vector was 
5 purchased from Clontech and screened with the GKRH cDNA 

probe. One positive clone was detected and purified. The 
GHRH cDNA insert was removed by digestion with EcoRI and 
subcloned into pGEM 7Z for DNA sequencing using a Sequenase 
kit (U.S. Biochemical Corp., Cleveland, OH), [ 3S Sl deoxy-ATP, 

10 and SP 6 and T7 primers (Sanger, F . , Nicklen, S., Coulson, 
A . R . (1977) "DNA Sequencing with Chain-Terminating 
Inhibitors", Proc . Natl. Acad. Sci . USA , 74:5463-5467). 
Sequence analysis was performed using the University of 
Wisconsin Genetics Computer Group sequence analysis 

15 software (Devereux, J . , Haeberli, P., Smithies, O. (1984) 
"A Comprehensive Set of Sequence Analysis Programs for the 
VAX", Nucleic Acids Res., 12:387-395) . 

RACE protocol 

20 All primers were provided by the Oligonucleotide 

Synthesis Facility, Wells Center for Pediatric Research, 
Indiana University School of Medicine (Indianapolis, IN) . 

For the 5' -RACE, a kit from Gibco-BRL (Gai thersburg , 
25 MD) was used. Germ cell poly (A) f RNA (1 jug) was used as a 
template for cDNA synthesis, with a GHRH exon 3 -specific 
primer of the sequence 5 ' -GGCTGTTCATGATTTCGTGCAGCAGTTTGC- 
3' . The cDNA was C-tailed and amplified by PCR using a 5'- 
primer the anchor primer supplied with the kit and a second 
30 nested exon 3 primer of the sequence 5'- 

ATATAATTGGCCCAGGATTCTCCGGTA- 3 ' . The reaction products were 
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subjected to Southern blot analysis, using a ghrh exon 2 
oligonucleotide probe. A second aliquot: of each RACE 
product was elect rophoresed on a 1.8% agarose gel, and a 
band of the size detected on the Southern blot was excised 
5 and purified using a Spin-X column (Costar, Cambridge, NLA)". 
The DMA fragment was cloned using the Clone-Amp system 
(Gibco-BRL) , as previously described (Srivastava, C.H., 
Kelley, M.R., Monts, B.S., Wilson, T.K., Breyer, P.R., 
Pescovitz, 0 . H . (1994) "Growth Hormone -Releasing Hormone 

iO Receptor rr.RNA is Present in Rat Testis", Endccr. J., 2:607- 
610; Kelley, K . P. . , Jurgens, J.K., Tentier, J . , Emanuele , 
N.V., Blutt, 3.E. Emanuele, M.A. (1993) "Coupled Reverse 
Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) Technique 
is Comparative, Quantitative, and Rapid: Uses in Alcohol 

15 Research Involving Low Abundance mRNA Species Such as 

Hypothalamic LHRH and GRF" , Alcohol, 10:185-189). DNA from 
the resulting colonies was used for sequencing. Sequence 
obtained during the firs:: round was sued to synthesize an 
oligonucleotide primer for a second RACE reaction. 

:o 

The 3 '-RACE prococol was used to confirm the 
testicular GHRH mRNA sequence obtained from the cDNA clone. 
It was carried out as described by Frohman et al . (Frohman, 
M.A. (1990) u RACE : Rapid Amplification of cDNA Ends", In: 
25 Innis, M.A. , Gelfand, D.H., Sninsky, J.J., White, J.J. 

(eds) PGR Protocols: A Gui de no Methods and Ap plications. 
Academic Press, San Diego, pp 28-26/ Frohman, M . , Dush, 
M.K., Martin, G.R. (1988) "Rapid Production of Full-Length 
cDNAs from Rare Transcripts :Ampiif icanicn Using a Single 
30 Gene-Specific Oligonucleotide Primer", Proc . Natl. Acad. 
Sex. USA, 85 : 8998 - 90C2 ) , using the exon 3 primer 5' CAT- 
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GCAGACGCCATCTTCACCAGC 3' for the 5' primer and the primer 
specified by Frohman (Frohman, M . A . (1990) "RACE: Rapid 
Amplification of cDNA Ends", In: Innis, M.A., Gel f ana , 
D.H., Sninsky, J.J., White, J.J. (eds) PCR Protocols: A 
Guide to Methods and Ap plications. Academic Press, San 
Diego, pp 28-28) for the 3 ' -primer in the PCR reaction. 



RT-PCR analysis 

These procedures were performed as described 
10 previously (Srivastava, C.K., Kelley, M.R., Monts, B.S., 

Wilson, T.M., Breyer, P.R., Pescovits, O.H. (1994: "Growth 
Hormone -Releasing Hormone Receptor mRNA is Presen: in Rat 
Tests", Zndocr. J., 2:607-610; Kelley, M.R., Jurgens, J.K., 
Tentler, J . , Emanueie, N.V., Blutt, S.E., Emanueie, M . A . 

15 (1993) "Coupled Reverse Transcript ion- Polymerase Chain 

Reaction (RT-PCR) Technique is Comparative, Quantitative, 
and Rapid: Uses in Alcohol Research Involving Low Abundance 
mRNA Species Such as Hypothalamic LHRH and GRF" ( Alcohol, 
10:185-189) . Three micrograms of total RNA were rr.ixed with 

20 100 pmol ol igo (deoxythymidine ) primers (Promega) and H 2 0 , 
heated to 75 C for 10 min, and quenched on ice. Reverse 
transcriptase reaction buffer, placental ribonuclease 
inhibitor, and Superscript II reverse transcriptase (all 
from Gibco-BRL) were then added, and the reaction mix (in a 

25 final volume of 20 jil) was incubated at room temperature 
for 10 min and at 42 °C for 50 min. The reaction was 
terminated by heating at 95 °C for 5 min and quenching on 
ice. Ribonuclease-H (1 jil ; Gibco-BRL) was then added to 
the reaction and incubated for 20 min at 37 °C. 
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Five microliters cf the reverse transcription reaction 
from each sample were subjected to PCR . The PCR was 
carried out using 35 cycles cf amplification (94 °C, 3D sec; 
57 °C / 45 sec; 72 °C, 2 min) , followed by 10 min at 72 °C. 
After PCR, an aliquct cf each reaction was elect ropho re sea 
on 1.8% agarose gels and transferred to nylon membranes. 
The blots were hybridized under conditions previously 
described (Srivastava, C.H., Keliey, M.R., Moncs, 3.S., 
Wilson, T.M., Breyer, P.R., Pescovitz, O.H. (1994) u Growth 
Hormone- Releasing Hormone Receptor mRNA is Present in Rat 
Testis", Endocr . J., 2:607-610). The PCR products were 
cloned and sequenced as described above . The PCR primers 
were: testicular GHRH exon 1 , 5 ' - ACGGAACATCGAGCCAAATCCA- 3 / ; 
placental GHRH exon 1,5' - CTGGATCCCACAACTGCACA- 3 ' ; 
hypothalamic GHRH exon 1,5' -AGAGGGATACCTGTCACCTCA- ' 3 ; GHRH 
exon 2, 5' -TGCCCCCCTCACCTCCCTTC- 3 ' ; GHRH exon 4 (3' -primer), 
5 ' -GGCGGTTGAACCTGGATCTT-3 ' and testicular GHRH 5' -flanking, 
5 ' - CATTGAGCTTATTGGAGCGTT - 3 ' . 

Per PCR reactions in which the products were 
sequenced, (CAU),, or (CUA) 4 was added to the 5' -end of the 
primers for use with the Clone-Amp system (Gibco 3RL, Grand 
Island, NY) . 

Genomic Southern blot 

Rat liver DNA was isolated by standard protocols 
(Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T . (1989) Molecula- 
Clcning-A Laboratory Manual. Ed 2, Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor. Duplicate 10-ug aliquots 
-were digested to completion with RamHI, EcoR I , or Hindlll; 
subjected to electrophoresis on a 1% agarose gel; and 
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transf erred to a nylon membrane. The blots were hybridized 
to either a GKRH exon 3-5 probe or a testicular GHRH exon 1 
probe . 

5 The Genbank Accession numbers for the reported 

sequences in this Example are U1C153, U10154, 1710155, and 
U1010 56 . 

Resul ts 

10 To characterize the GHRH mRNA in testis, sequence 

analysis of a GHRH clone isolated from a testicular cDNA 
library was performed. The clone contained exons 2-5 of 
the mRNA, which were found to have a sequence identical to 
that of hypothalamic GHRH mRNA in the protein- coding region 

15 (Fig. 7A) . Slight heterogeneity was seen in the 20 

nucleotides immediately adjacent to the poly (A) sequence. 
This may result from polymorphism in the gene due to strain 
differences in the rats or to a cloning artifact. The 
putative peptide sequence is shown and is identical tc the 
20 hypothalamic pre - pro -GHRH (Mayo, K.E., Cereili, G.M., 

Rosenfeld, M.G., Evans, R.M. (1985) "Characterization of 
cDNA and Genomic Clones Encoding the Precursor to Rat 
Hypothalamic Growth Hormone -Releasing Factor", Nature, 
314 :464 -467) . 

25 

To determine the sequence of exon 1 of testicular GHRH 
mRNA, the 5 ' -RACE protocol and, subsequently, RT-PCR, using 
testicular exon 1- and exon 4 -specific primers, were 
employed. Figure 7A shows the sequence of one testis - 
30 specific transcript. The exon 1 sequence is located 

approximately 700 by up-stream in the genome from that of 
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placental exon I. Figure 7, B and C , depict iwo 
alternative transcripts. Figure 7E shows a transcript 
containing part of placental exon 1 (Gonzales -Crespc , S., 
Boronac, A . (1991) "Expression of the Rat Growth Hormone- 
5 Releasing Hormone Gene in Placenta is Directed by an 

Alternative Promoter", Proc . Natl, Acad. Sci . USA, 88:874 9- 
53! (labeled testis exon 1A) spliced between testicular 
exon 1 and exon 2. Figure 7C shows a transcript containing 
a 74 0 - nucleotide exon 1 extending from the 5' -end of 

10 testicular exon 1 through testicular exon 1A '.placental 
exon I) and containing all of the intervening genomic 
sequence. The sequences of exons 2-4 or these transcripts 
were identical to those of hypothalamic GHRH m.RNA . The 
data demonstrate that multiple GHRH transcripts exist in 

15 testis, and that they arise from alternative splicing 
between exons 1 and 2. 

Based on these and previously reported data (Mayo, 
K.E., Cerelli, G.M., Rosenfeid, M.G., Evans, R.M, (1935) 
20 "Characterization of cDNA and Genomic Clones Encoding the 
Precursor to Rat Hypothalamic Growth Hormone-Releasing 
Factor", Nature, 314:464-467; Gonzaiez-Crespo, S., Ecronat, 
A. (1991) "Expression of the Rat Growth Hormone-Releasing 
Hormone Gene in Placenta is Directed by an Alternative 
25 Promoter", Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:749-53), we 

predicted the structure of the rat GHRH gene (Fig. 3, 3 and 
C) . One placental GHRH exon 1 is shown; several potential 
sites for initiation of GHRH transcription in placenta had 
previously been found ( Id . ) . In the model shown in Fig. 8, 
30 3 and C, testicular transcription begins approximately 700 
bp 5' to transcription initiation in the placenta and more 
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than 10.7 kbp 5' to chat in hypothalamus. We found a~ 
least three transcripts in testis; these result from 
alternative splicing. Based on the sequence of these, some 
testicular GHRH transcripts contain six exons . 

*\ 

We next defined the site of initiation of 
transcription of the GHRH gene in the tests. A genomic 
probe extending from -500 bp relative to the hypothalamic 
transcription initiation site through hypothalamic intron A 
10 was used to isolate clones from a rat genomic library. Two 
clones, clones 1 and 23, were purified and characterised 
(Fig. SA) . Clone 1 extends 3000 bp up-stream of testicular 
exon 1, and clone 23 extends 1000 bp up-stream of 
testicular exon 1, and clone 23 extends 1000 bp up-stream 
15 of testicular exon 1. The genomic clones were sequenced to 
approximately -660 bp relative to the initiation of 
transcription detected by RACE analysis. Computer analysis? 
showed a TAT- like sequence at -60 bp and several cis-acting 
elements in the promoters of genes expressed in testis 
30 (Kilpatrick, D.K., Zinn, S.A., Fitzgerald, M . , Higuchi , H . , 
Sabol, S.L., Meyerhardt, J. (1990) "Transcription of the 
Rat and Mouse Proenkephalin Genes is Initiated at Distinct 
Sites in Spermatogenic and Somatic Cells", Mai. Cell. 
Biol., 10:3717-3726; van der Hoorn, ?.A. (1991) 
25 "Identification of the Testis C-Mos Promoter : Specif ic 
Activity in a Seminiferous Tubule -Derived Extract and 
Binding of a Testis-Specif ic Nuclear Factor", Oncogene, 
7:1093-1097) (Fig. 9). Three potential transcription 
initiation sites were determined by 5 ' -RACE and by RT-PCR 
30 (Fig. 9) . Repeated RACE using testicular exon 1 
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oligcnucieotide as the 3'-PCR primer did not reveal any 
further sequence at the 5' -end of the testicular GHRH in RNA . 

To confirm the presence of GHRH mRNA containing 
5 testicular exon 1 and the alternative first exor.s in 

testis, Northern blct analysis was performed on poly ( A • RNA 
from whole testis or germ cells, using either a genomic DNA 
probe expending from testicular exon 1 through placental 
exon 1 or a cDNA exon 3-5 probe. As shown in Fig. 10, the 
10 genomic probe {Fig. 10A) hybridized to RNA from both germ 
ceils and placenta (Fig. 1QB, left panel) as we 1 1 as RNA 
from whole testis (Fig. 103, righiz panel). At least two 
species of hybridizing RNA were seen, one similar in size 
to the 750 -nucleotide transcript found in placenta and 
15 hypothalamus (Mayo, K.E., Cerelii, G.M., Rosenfeld, M.G., 
Evans, R.M. (1985) "Characterization of cDNA and Genomic 
Clones Encoding the Precursor co Rat Hypothalamic Growth 
Hormone -Releasing Factor, Nature, 314:464-467; Frohman , 
M.A., Downs, T.R., Chcmczynski , P., Frohman, L.A. (1989) 
20 "Cloning and Characterization of Mouse Growth Hormone- 
Releasing Hormone (GRH) Complementary DMA: Increased GHR 
Messenger RNA Levels in the Growth Hormone -Deficient 
Lit/Lit Mouse", Mol . Endocrinol., 3:1529-1536; Gonzalez- 
Crespo , s., Borcnat, A . (1991) "Expression of the Rat 
25 Growth Hormone - Re leas ing Hormone Gene in Placenta is 

Directed by an Alternative Promoter", Prcc . Natl, Sci . USA, 
58:6749-53; and, in addition, a larger species of 1.5-1.7 
kb, as had been seen previously (Berry, S.A., Pescovitz, 
O.H. (1988) "Identification of a GHRH -Like Substance and 
30 its Messenger RNA in Rat Testis", Endocrinology, 123:661- 
663; Bagnato, A., Moretti, C, Ohnishi, J . , Frajese, G . , 
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Catt, K.J. (1992) "Expression of the Growth Hormone- 
Releasing Hormone Gene and its Peptide Product in the Rat 
Ovary", Endocrinology, 13 0:1097-1102). The same species of 
RNA were detected with a GHRH exon 3-5 probe (Fig. 103, 
right panel ) . 



It is possible that the alternative GHRH transcripts 
found in testis result from a second GHRH gene. This is 
not likely, as there is only one copy of the human GHRH 
10 gene, located on chromosome 20 (Mayo, K.E., Cerelii, G.M., 
Lebo, R.V., Bruce, B.D., Rosenfeld, M.G., Evans, R.M. 
(1985) "Gene Encoding Human Growth Hormone-Releasing Facto:; 
Precursor : Structure , Sequence and Chromosome Assignment", 
Proc. Natl. Acad. Sci . USA, 82:63-67). However, :o test 
15 this possibility, we performed a Southern blot analysis of 
BamHI-, EcoRI-, and Hindi I I -digested rat liver genomic DNA, 
using a GHRH exon 3-5 probe. We detected only the bands 
seen by Mayo et al . (Mayo, K.E., Cerelii, G.M., Rosenfeld, 
M.G., Evans, R.M. (1985) "Characterization of cDNA and 
20 Genomic Clones Encoding the Precursor to Rat Hypothalamic 
Growth Hormone -Releasing Factor", Nature, 314:464-467) in 
their genomic clones, suggesting that there is only one 
copy of the GHRH gene in the rat (rig. 11, right panel) . 
This is confirmed by the finding that the testicular exor; 1 
25 probe hybridized to only one restriction fragment in each 
lane (Fig. 11, left panel). The restriction fragments 
detected by this probe are identical to those of the 
genomic clones isolated by us from a library and to those 
previously detected with a placental cDNA probe (Gonzales- 
30 Crespo, S., Boronat, A. (1991) "Expression of the Rat 
Growth Hormone-Releasing Hormone Gene in Placenta is 
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Directed by an Alternative Promoter", Proc . Natl . Acad. 
Sci . USA, 88 : 8 749-53) . 

To determine whether transcripts containing 
hypothalamic exon 1 are present in testis or whether 
transcripts containing testicular exon 1 are present in 
hypothalamus, RT-PCR using testicular or hypothalamic exon 
1 primers and the exon 4 primer on germ cell or 
hypothalamic RNA was performed. Liver RNA was included as 
a negative control . Figure 12 shows a Southern blot of the 
PGR products hybridized to the GHRH exon 3-5 probe. As 
shewn in the top panel, several products were detected in 
the germ cell RNA with the testicular exon 1 primer, as 
previously noted, but none was seen in the hypothalamic 
RNA. Conversely, with the hypothalamic exon 1 primer, a 
product was detected only in the hypothalamus. PCR with 
the exon 2-4 primers resulted in products in both testis 
and hypothalamus, in agreement with the sequence data. No 
product was detected in liver with any of the primers. 
These data do not exclude the possibility that these 
transcripts are expressed at low levels not detected by our 
methods . 

EXAMPLE 6 

Recombinant Expression of GHRH-RP Polypeptide 

6.1 Construction of SS-RP and SS-RP Expression. 

A. Generation of Signal -Sequence/RP cDNA by PCR 
Amplification 
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Piasmid PGEM-4 (2,871 bp) containing a 634 bp rr.ouse 
GRF-E2 cDNA ( from Mayo laboratory) was used as a template 
in PCR amplification reactions. SS and RP cDNAs were 
generated using the following reaction conditions: DNA 
5 templates (1 jag) were added to a 50 ul total volume 

solution containing 2xPCR buffer (lOmM Tris-HCl ?H 8.3, 50 
mM KC1, 2.5 mM MgC12, 0.01% gelatin), and 2 00 uM of cNTP . 
To the mixture, added to 50 pmol of each of two synthetic 
oligonucleotides were added: Primer Rl-SS-a(5'- 
10 AGACGAATTCATGCTGCTC TGGGTGCTC ~ 3 ' ) contains a recognition 

sequence for SccRI and a sequence of 10 nt complementary SS 
at 5 ' end. Primary WQ-RP-b <5'- 

GGGAAGTCCTACGTCGCTGTCCTTCTGTCGTACACC- 3 ' ) and primer PR-QW-c 
( 5 ' - CCCTTCAGGATGCAGCGACAGGAAGACAGCATGTGG - 3 ' ) have 13 nt 
15 complementary to the 3' end of SS DNA sequence and 13 nt 
complementary to the 5' end of RP DNA sequence. Primer 
Stop- Sal I -d (5 ' - TTCGGAAGTCGCCTGCGAACTCAGCTGCAGA- 3 ' ) is 
complementary to the 3 ' end of RP DNA sequence and also 
contains 13 nt which encode a stop codon and a Sail 
20 restriction site (Fig. 13) . TFL DNA polymerase (Pharmacia 
LK3) was added to the PCR reaction and DNA amplification 
was performed fcr 30 cycles in DNA thermal cycler 
(conditions: denaturation at 95°C for 30 s, annealing at 
60°C for 60 s, ar.d extension at 72°C for 2 min for each 
25 cycle) . After amplification, 50 \il of each PCR reaction 
mixture were fractionated by electrophoresis (80 V, 2h) 
along with a molecular weight marker in a 1.8% lev; melting 
agarose gel to confirm the size of the amplification 
products. Primers Rl-SS-a and WQ-R?-b amplify a 100 bp 
30 cDNA sequence which encode a SS and an EcoRI restriction 
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site. Primers PR-WQ-c and Stop-Sall-ci amplify a 103 bp 
cDNA sequence which encodes a RP and stop codon and a Sail 
restriction site. Each PCR-amplif ied DNA fragment was 
excised from the low melt agarose gel and purified (QIAEX 
for DNA Extractin from Agarose Gels. QIAGEN, Inc.). 

SS-R? cDNA was generated using the PCR overlap 
extension technique. The first PCR-generated , purified 
cDNA SS and RP fragments (100 ng) were used in the second 
PCR overlap extension reaction. Aliquocs from two separate 
PCR reactions containing the overlapping fragments were 
mixed and subjected to PCR amplification using primers SS - 
Rl-a and Stop-Sail -d. They amplify a 168 bp SS-R? cDNA 
sequence. The reaction was performed for 20 cycles in DNA 
thermal cycler (conditions: denaturation at 95°C for 30 s, 
annealing ac 55°C for 30 s, and extension at 72°C for 45 s 
for each cycle) . After amplification, 50 jjI of each PCR 
reaction product was fractionated b electrophoresis (80 V, 
2h) along with a molecular weight marker in a 1.8% low 
melting agarose gel to confirm the size of the 
ampli f icacicn products. The PCR-amplif ied DNA fragment was 
excised from the low melt agarose gel and purified (QIAEX 
for DNA Extraction from Agarose Gels. QIAGEN, Inc.) and 
used for subcloning. 

3. Subcloning of SS-RP cDNA into PCI Vectors. 

Twenty fig of PCR product (SS-RP) and the 3 . 7 Kb pCI vector 
(10 ug) were digested separately with EcoRI and Sail 
!iU/j.ig, 37°C / 3h) . Then PCI vector was dephosphorylat ed 

with calf intestinal alkaline phosphatase at 37°C for 30 
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min. The digested SS-RP product and the dephosphorylat ed 
pCI vector were fractioned by electrophoresis in 1.8% low 
melt agarose gel at 80V for 3h and excised from agarose 
gel, purified (QIAEX for DNA Extraction from Agarose Gels, 
5 QUAGEN, Inc.) and ligated (16°C, overnight, 1 Unit T4 DNA 
ligase, 3:1 molar ratio of fragment : vector DNA) . lul of 
the ligation reaction was used to transform 20fil competent 
E. coli HE 101 cells. Transformed H3 101 cells were plated 
onto LB agar plates containing 100/ig/ml ampicillin and 

10 incubated at 37°C for 16h. Bacterial colonies were randomly 
chosen from each plate, grown in culture (3ml LB broth, 
10C|.ig/ml ampicillin, 37°C overnight) and used for plasmid 
DNA isolation (QIAGEN, Inc.). The identity of the 
subcloned DNA was confirmed by digestion of the plasmid DNA 

15 (lug) with EcoRI and Sail (10U/|Ag, 37°C, 2h) and two bands 
were identified. DNA sequencing was performed of the 
products to verify the insert SS-RP was correct sequencing. 

6.2 Results : Construction of SS-RP cDNA and Subcloning 
20 Into Vector PCI. 

SS and R? were synthesized by PGR and the products were 
of the correct predicted size by agarose gel 
electrophoresis using molecular weight markers (shown in 

25 Fig. 14). Following the second PGR amplification, the SS- 
RP product was made and the size of the product was 
confirmed by agarose gel electrophoresis (Fig. 15). The 
SS-RP cDNA fragment was digested with EcoRI and Sail and 
ligated into a pGI vector that had previously been digested 

30 with EcoRI and Sail and the ligated mixture was used to 
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trar.sform E. coli stain HB 101. The size of the subcloned 
DMA was confirmed by plasmid DNA digestion with EcoRI and 
Sail (Fig. 16} . The insert contained the correct 
sequencing as confirmed by direct sequencing (Fig. 17) . 
K T IH 3T3 and TM4 cells are transfected with the SS-RP gene' 
construct and cultured to produce the encoded recombinant 
SS-RP crotein. 



EXAMPLE 7 
Transgenic Mammals 



7.1. Transgenic mice with the GHRH-RP gene: 

Using overlapping thermocycle amplification and fusion 

technology, the mouse GHRH signal sequence has been fused 
onto the GHRH-RP portion of the GHRH gene (See generally 
Fig. 18) . This fusion retains the protease cleavage site 
following the amino acids QR of the signal sequence 
allowing for protease cleavage to occur following the 
signal sequence and the GHRH - R? portion resulting in the R? 
portion to be released from the signal sequence domain. 
The sequence of the SS-R? fusion protein is 
MLLWLFVILILTSGSHCSLPPSPPFRMQR- 

CEDSMWTEDKWMTLES ILQGFPRMKPSADA . This construction removes 
the GHRH portion from the configuration. The fused gene 
was cloned into the EccRl and Sail sites in the modified 
pCI vector from Promega . In the modified plasmid, pPGKCI, 
we have replaced the CMV promoter with the murine ?GK 
promoter. The functional splicing signals and SV40 poly A 
sequences contained in the pCI plasmid are maintained. 
The CKV promoter and enhancer have been replaced by mouse 
PGK which is expressed in all mice tissues. This construct 
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was sequenced to confirm correct DNA authenticity and the 
plasmid used in transient transfecticn assays to determine 
the expression of the "fused" SS-RP construct. Plasmid DNA 
is injected into pronuclei of C3H/HeJ mice as previously 
5 described. Transgenic mice derived from these injections 
are first analyzed for the presence and expression of the 
transgene by Southern blots of tail DNA and RNA analysis of 
a wide variety of tissues. The transgenic mice protocol 
utilizes standard pronuclear-injeccion derived transgenic 
10 mice. 

7.2 Knock-out of the GHRH-RP domain of the GHRH gene: 

Two different gene disruption strategies are employed, 
15 as generally described in Bronson, S.K. and Smithies, 0., 
"Altering mice by homologous recombination using embryonic 
stem cells", J. Biol. Che/77. 269: 27155-27158 (1994). The 
first involves a direct gene replacement with three stop 
codons inserted immediately following the GHRH domain of 
20 the amino terminal portion of sites in the GHRH gene such 
that the expression of the GHRH gene will be terminated 
immediately following the GHRH domain of this gene and 
elimination of the GHRH-RP peptide will be accomplished. 
This involves one distinct homologous recombination step in 
25 ES cells. The gene is disrupted using a targeting vector 
consisting of 5' and 3' flanking regions of the GHRH gene 
encompassing genomic domains upstream and downstream of the 
RP region. The neomycin (neo) gene will be included in 
this configuration such that it is inserted downstream of 
30 the last exon (exon 5) and should not cause any deleterious 
effect on the GHRH gene expression. After transfecticn, 
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cells that have undergone recombination are selected for 
resistance :o G418. Usually the selected ceils are not 
homozygous so analysis of the resulting chimeric mice are 
not as informative. Therefore, homozygous ES ceils with 
5 the gene altered will be selected for in one of two ways, 
either a hygromycin vector, constructed in exactly the same 
manner as the neo resistant construct is used to disrupt 
the second allele, or ES ceils are selected using 
increasing concentrations of G418 usually resulting in 
in clones that have two copies of the neo gene due to the 
mutation becoming homozygous. 

The second technique involves the use of the IcxP-cre 
system, such that loxP sites are inserted at the 5' and 3' 
15 ends of the replacement fragment and encompassing the fifth 
exon such that when combined with the recombinase ere, 
through matings with mice that contain the ere recombinse, 
the region between the loxP sites is recombined out of the 
genomic DMA and a single loxP site remains. This results, 

20 m this particular instance, in the deletion of most of the 
RP region and a non- functional R? peptide that maintains 
the protease cleavage site between the GHRH and GKRH-RP 
domain allowing for the short, non- functional RP protein to 
be processed from the total precursor protein. The 

25 advantage of this second procedure results in the advantage 
of removing the neo gene from the mice, in vivo, but, more 
importantly, the ability to mate the mice containing the 
lox? construct with mice containing the ere recombinase . 
This latter fact is advantageous as a large number of mice 

30 strains have been and are being created with the ere 

recombinase expressed in a tissue specific manner, allowing 
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fcr the disruption cf the RP protein to be accomplished in 
designated tissues only (Jackson Labs) . 

Alternatively, other constructs will be, or could be 
5 created that perform the same function, i.e., disruption of 
the carboxy terminal region of the GHRH gene such that the 
GHRH-R? portion of this gene is not expressed resulting in 
a u knock-out" or complete loss of the production of a 
functional GHRK-R.P peptide, but maincaining the amino 
10 terminal portion of the gene, namely the GHRH peptide and 
associated signal sequence for protein processing. 



Several clones with homologous recombination are then 
used in standard blastocyst injection cc create the mice 
15 which are maintained and analyzed in standard fashion. 

Injections for both knock-out and transgenic mice are 
accomplished as generally described in Manipulating the 
Mouse Embryo, A Laboratory Manual, Brigid Hogan, et al . , 
20 Cold Spring Harbor Laboratory (1986) . 



Ail references cited herein are indicative of the 
skills possessed by one ordinarily skilled in the art, and 
all such references are hereby incorporated herein by 
reference as if each had been individually incorporated b - 
reference and fully set forth. 
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1. A method for stimulating the production of stem 
cell factor by Sertoli cells, comprising contacting the 
cells with an effective amount of GHRH-RP. 

2. The method of claim I , wherein the GHRH-R? is 
selected from: 

(a) a polypeptide having the sequence of a native GHRH- 
RP polypeptide: and 

(b; a polypeptide which is at least 80% similar to a 
polypeptide of (a) and which stimulates the production of 
stem cell factor in Sertoli cells. 

3. The method of claim 2 wherein the GHRH-R? is human 
GHRH-RP . 

4 . The method of claim 2 wherein the GHRH-RP is rat 
GHRH-RP . 

5. A method for stimulating spermatogenesis in a 
mammal in need thereof, comprising contacting Sertoli cells 
of the mammal with a therapeutic amount of GHRH-RP. 

6. The method of claim 5, wherein the GHRH-RP is 
selectee from: 

{a; a polypeptide having the sequence of a native GHRH- 
RP; and 
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(b) a polypeptide which is at least 80% similar to a 
polypeptide of (a) and which stimulates the production of 
stem cell factor in Sertoli cells. 

5 

7. The method of claim 6 wherein the GHRH-RP is human 
GKRH-RF. 

8. The method of claim 6 wherein the GHRH-RP is rat 
iO GHRH-RP. 

9. A method for inhibiting spermatogenesis in a 
mammal, comprising decreasing the intratest icular GHRH-RP 
activity of the mammal. 

15 

10. The method of claim 9 which includes 
administering antibodies to GHRH-RP to the mammal. 

11. A transgenic, non-human mammal essentially all 
20 cells of which lack expression of GHRH-RP'. 

12. The nrangenic non-human mammal of claim 11, which 
is a mouse. 

25 13. A transgenic mammal, essentially all cells of 

which include introduced DNA encoding a GHRH-RP 
polypept ide . 

14. The transgenic mammal of claim 13, which is a 
30 mouse . 
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15. A pharmaceutical conposition for promoting 
spermatogenesis in a mammal, comprising GHRH-R? in a 
pharmaceuc i call y- acceptable carrier . 

16. An isolated polynucleotide encoding a GHRH-R? 
polypeptide, zhe polynucleotide being free from a sequence 
encoding a GHRH polypeptide. 

17. A method for producing GHRH-RP, comprising 
culturing a host cell containing introduced DNA encoding a 
GHRH-RP polypeptide to produce GHRH-RP. 

18. The method of claim 17, wherein the introduced 
DNA is free from sequences encoding GHRH. 

19. A host cell containing introduced DNA encoding a 
GHRH-RP polypeptide, the DNA being free from sequences 
encoding GHRH. 

20. A vector including DNA encoding GHRH-RP , the DNA 
being free from sequences encoding GHRH. 
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A_ Testicular GHRH transcript 

•TESTIS EXON 1 * 

I EXON2 

€1 cx^c*<^crcTArra<3crrc^ 120 

Met ProLeuTrpVa 1 Phe Pheva 
I 

121 cxrrarrcAOccTtuACCA^ iso 

EXON 3 

181 ocQccGccATCcAaK3xx * i ci ^ 240 

lArxjArgH isAlaAspAl a 1 1 ePheTh rSerSertyrArgArgl 1 «*LeuClyClnUeuTy 

I EXON4 

2 41 !X?£CCGZkAA<rrQCr[tX^ 300 
r/aaAj?gLyciveiiL^Hi^luIlefteU^ 

301 AACATCCAOTITOVACaXX^^ 360 
nArgS e rAry PheAs nArgKI s LeuAs pAxgVa lTrpAl aG 1 oAfi pLy cGlnMecAi&Le 
I OCON5 

361 CGAGACCA 7X. - J UlX ^CC^rnxr A AOC^TC^AO L ' l TlU tfXXX^GGCTTCACOOCHTXX; 420 
uG luSe r I lel^euC 1 nG ly PheProArgHetLys LeuSc rAl aG luAl a End 

4 2 1 CCCCCAAACATAOCTCXIACC^ 480 



4 81 TCL^ATACLAATAAAGACCCAfrrTT'Tr^ 526 

B. Alternate transcript 1 

•THsmsEXONf 

1 CTTXXXUTCXX*CCCAACATO^G<X^ €0 
( -TESTIS EXON 1A* 

61 OC^G*OC^CTCTATTACCXXC*^^ 120 

121 CATOCXIAATTrTAOC ^ T C T X XAC^ 180 

J EXON 2 

161 ' JTCICTJ L ' J WJ U^QOCTCCCAGl'ril ^Cl U J nT^^ 240 
241 GGACTCAAGGATG 253 

C. Alternate ttanscrict 2. 

-TESTIS ALTERNATE EXON 1 * 
1 CTCXTOCUTCXX^CCXLUL^ 60 

61 (X^CAJ^CACTCTXTTAjCXTTACTT^^ 120 

121 TO\CAAATC*CT7r*CAGACyuX^TCA^ 180 

181 l^U-10-Ul Tn.lX ' IU AATCXX*^ 2<0 

241 GAAATCA^CCCACX^CGCCTOOCrr^ 300 

301 AGAACAGACIV rCI \JGAGGCAQUC'l ' 1 ' i ATCGAQCAGC ) IV I 'I U^Cl^OCGAOZACAAAC 360 

361 GCTACTTAAATTTTTCGGCAGTGAGTACXXXXACT^ 4 20 

421 AGACCAAGGTGTAOCGAA '1 OLl ' 1 ' 1 ACTGCATCAAAACGAATTTGAGC'I U T RJL ' i O TVTC 480 

481 GACCTCA Ci ' 1 ' 1 VT J CCAGAGAOCAAATrTAACCTATAACJL' 1 l>XCACOOCTTATCACTACC S40 

S41 TC^GCATTcraGAorrrrra^^ 600 

601 C<^ttX^GAAGGACOCGT^ 660 

661 rATTATTOcTTYr-rx-f AfynrACf ti-h-t ■ii^rftyAnvrr-rrrc^^ 720 

1 EXON 2 

721 CCTCGCCTC^TCCCACAArT^ 77 1 
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-€60 GAAjL TlUJlVJ C^TCLMXaCITX^TC^ -€01 
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-4 80 GA l ' il ' ll m Jl ' l i J llU^ClALlllWllilAA- I XJlTl T C^ ^ -421 

-420 TCTCX^CATACACAATTQCACA^^ -361 

-360 OCGGCATCCI CTaXJkACCCCU^rrCTrrU^^ - 3 0 1 

-300 CCACXX^COiAATOOaCTTCC^ -241 

-240 TTAGCTCAIMUtyf'llLAAVn^ -161 

-leo iw^TAAarAAiTiuiAAOcaxx^'iUA.: i^uiAGa^ariTX^Aocjkjari rp^ -121 

- 1 2 0 i VXX'J 1 ^\JKrrCTCttrCCA(XX X;i \ Jl\^ r AC^TACAQCCCTXX^' J^ - IU ' lUJ AAGQCACX: - 6 1 

-CO C^CTXXX^TJULTJJU^CCCAO^ - 1 

0 CTCCCX^TOX>X3CXa^AC^^ S9 

€0 CCACAQCAC I Vl'ATTAC 76 
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5 ' AGCCTCGAGAATTC ATGCTGCTCTGGGTGCTCTTTGTGATCCTCATCCTCACCAGTGGCTC 
CCACTGCTCATCACTGCCCCCCTCACCTCCCTTCAGGATGCAGCGACAGGAAGACAGCATGTG 
GACAGAGGACAAGCAGATGACCCTGGAGAGCATCTTGCAGGGATTCCCAAGGATGAAGCCTT 
CAGCGGACGCTTGA GTCGACCCGG-* 3 9 
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